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INTRODUCTION

Les bactéries lactiques appelées aussi les bactéries de 1’acide lactique sont des micro-
organismes utilisees avant la découverte du monde microbienne par les anciennes civilisations.
De nos jours, ces micro-organismes sont employés dans la fabrication de différentes denrées
alimentaires. Cette flore lactique est dites pro biotique car elle a des effets bénéfique sur la santé
humaine (Achemchem., 2014).

Ces bactéries peuvent colonisées plusieurs niches écologiques a savoir : les aliments, tube

digestif d’Homme et d’animaux, 1’environnement...etc, grace a leur souples physiologique

(Achemchem., 2014).

Ces micro-organismes regroupent des especes hétérogenes qui partage un élément
commun qui la production de 1’acide lactique comme produit principale de leur métabolisme
fermentaire qui engendre la diminution du pH dans le milieu ce qui induit I’inhibition de la
croissance des bactéries pathogenes. Ce sont des cellules procaryote, hétérotrophe et chimio-
organotrophe. Elles sont a Gram positive généralement immobile, a sporulé, avec un
métabolisme anaérobie mais aerotolérante et qui sont dépourvues de nombreuses activités

enzymatiques tel que la nitrate réductase, catalase et cytochrome oxydase (Jerom J., 2004).

Les bactéries lactiques peuvent contaminées les produits alimentaires par différents
manic¢re soit par une contamination naturel ou bien par I’addition sous forme de souche
sélectionnée. Et elles jouent un réle important dans la conservation des aliments fermentées
(Achemchem., 2014).

Ces bactéries bénéfiques possedent un effet antimicrobien par la production d’un grand
nombre d’agent inhibiteurs comme 1’acide organique, peroxyde d’hydrogéne et d’autres

substances dit bactériocines (Rodgers S., 2001).

Dans ce contexte, notre travail a pour objectif d’isolée des bactéries lactiques de
différents denrées alimentaires et 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne vis-a-vis de certaines

souches pathogenes.

Notre manuscrit est structuré en 03 parties différentes : la premiere partie est la synthese
bibliographique qui donne une vue globale sur les bactéries lactiques (définition, historique,
habitat,...etc) et des détailles sur le lait et ces dérivés. Dans la seconde partie, nous exposons le
matériel et méthodes ou nous avons put isolée les bactéries lactiques de différent
produits laitiers et évaluer. Leur activité antimicrobienne vis-a-vis des souches pathogenes. Et
pour finir, la troisiéme partie est consacré a I’interprétation des résultats obtenus lors de notre

manipulation et les discutée.



Synthese bibliographique
Chapitre |

Geéneéralités sur les bacteéries

lactiques



Chapitre I : Genéralite sur les bacteéries lactiques

1. Définition des bacteéries lactiques

Les bactéries lactiqgues sont des microorganismes unicellulaires procaryotes,
hétérotrophes, et chimioorganotrophes. Ce sont des bactéries a Gram positif regroupant des
espéces hétérogénes mais qui partage un élément commun qui est la production de I’acide
lactique par fermentation des sucres. Ces bactéries peuvent étre sous plusieurs formes : coques,
bacilles, et coccobacille (Klein et al., 1998; Badis et al., 2005). Elles sont immobiles et ne
produisent pas de spore. Les bactéries lactiques supportent des pH acides et elles ont un
métabolisme aérobie facultatif et sont dépourvus de catalase. Une grande quantité en oxygene

(O2) peut leur étre néfaste a cause de I’absence de la chaine respiratoire (Latreche., 2016).

2. Historique

Les bactéries lactiques sont des microorganismes apparut sur terre il y a environs 3
milliards d’année. Elles sont trés anciennes et elles existent avant les cyanobactéries donc avant
’apparition de 1’0, dans 1’atmospheére ce qui explique leur caractére anaérobie. Ils ont été isolés

pour la premiere fois en 1904 a partir du lait par Metchnikoff (Quiberoniet al., 2001).

Metchnikoff (figure 01) a également partagé son point de vue sur le fait que le yaourt
bulgare pourrait arréter le vieillissement de I’intestin di aux bactéries purifiantes. Le lauréat du
prix Nobel a déclaré que Bacillus bulgaricus, trouvé dans du lait caillé bulgare et consommé en
grande quantité par la population rurale, remplirait parfaitement cette fonction. Il y avait des
raisons de croire que la longévité remarquable de nombreux bulgares était due a la

consommation de yaourt (Daoudi et al., 2018).

Figure 01 : llya llitch Metchnikov immunologiste franco-russe, biologiste, lauréat du Prix

Nobel (1845 — 1916) (El-idrissi., 2020).



Chapitre I : Genéralite sur les bacteéries lactiques

3. Classification

La taxonomie des bactéries lactiques est décrite pour la premiére fois par Oral-Jensen au
début du 21°™ siécle (1919) (Lahtinemet al., 2012). La classification des bactéries lactiques est
basée sur plusieurs caracteres tel que : la morphologie, la croissance a différentes tempeératures,
le mode de fermentation des sucres, la capacité de croissance a différentes concentrations en sel,
la tolérance aux pH acides et alcalins, la configuration de 1’acide lactique, 1’hydrolyse de
I’arginine et la formation d’acétoine. En plus de ces caractéres, en distingue aussi I’importance et
les outilles moléculaires qui ont joué un grande role dans 1’augmentation du nombre de genre des
bactéries lactiques a partir des quatre initial reconnue par Oral-Jensen : Lactobacillus,

Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus (Lahtinemet al., 2012).

Autre fois I’ancien genre Streptococcus était devisé en 03 groupes: Enterococcus,
Lactococcus et Streptococcus. Mais aujourd’hui, un nouveau genre de bactéries lactiques qui est
Vagococcus est apparut ressemble aux Lactococcus qui partage un élément commun qui est la
mobilité. Tandis que les autres genres comme Lactobacillus, Leuconostoc et Pediococcus ont

gardé leur caracteéristique (Salminenet al., 2004).

D’aprés la derniére édition de bergey’smanual of systematicbacteriology2009, les
bactéries lactiques sont classés dans le phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et I’ordre des
Lactobacillales renfermant trente cing genres répartis sur six familles. Parmi ces genres,
seulement quelques une sont utilisées dans la biotechnologie alimentaire, a savoir Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus, Tetragenococcus, Weissella. (Figure 02)(Drider et
Privost., 2009).



Chapitre I : Genéralite sur les bacteéries lactiques

Tableau I : Principaux genres des bactéries lactiques utilises en biotechnologie (Lahtinemet al.,

Carnobacterium
Staphylococeus

Aerococens Listeria

2012).
Genre Caractéristiques
Forme | CO, 10° [ 45° 65 |18 |pH |p | Configuration
partir C C % % |44 H
du Nacl | Na 9,
glucose cl 6
Aerococcaceae Aerococcus COCCi - + + + - - + L
Carnobacteriaceae | Carnobacterium | ovoide - + | - ND | - - L
ND
Enterococcaceae Enterococcus COocCCi - + + + - + + L
Tetragenococcu | cocci + | - + + \V + L
S
Vagococcus cocci + | - - - - L
Lactobacillaceae Lactobacillus ovoide V V| V V - V - |D.L.DL
Pediococcus COCCi V V V|V - + - |L.DL
Leuconostocaecea | Leuconostoc COCCi + + - V - V - D
Oenococcus + - V - V - D
+
Weissella + + | - V - |V - |D.DL
Streptococcaceae Lactococcus COCCi - - - - V - L
+
Streptococcus - - vV | - - - - L
V : variable, ND : Non Déterminer.
Lh. delbrueckii
Weissella
Lanconosiee Lb. casei-Pediococens
Oenococcus
Tetrogenococcus Lactococcus
Vagocoocus
Enterococcus
Streprococcus

Figure 02 : Arbre phylogénétique des bactéries lactiques avec les différents genres (Axelsson et

al., 2004).




Chapitre I : Genéralite sur les bacteéries lactiques

4. Habitat

Les bactéries lactiques sont des microorganismes ubiquistes et omniprésents dans des
différentes niches écologiques, que se soit dans le lait, les produits laitiers, les végétaux, viande,
poisson et ils peuvent méme se trouver a l’intérieure de n’import quelle organismes vivant
(humaine et animale). Leurs vaste habitat leurs permet de se diversifies (Koning et Frohlich.,
2009).

Chez les étres humains, certaines parties de leurs corps peuvent étre colonisés par ces

bactéries lactiques qui jouent un réle de protection contre les bactéries pathogenes (Bjorkroth et

Holzapfel., 2006).



Chapitre I .

Genéralite sur les bacteéries lactiques

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

Bactéries lactiques

Habitat oU milieu d’isolement

Lactobacillus
Lb.delbrueckiisubsp.delbrueckii
Lb. delbrueckiisubsp.bulgaricus
Lb. delbrueckiisubsp. lactis

Végétaux
Yaourt, Fromage
Lait, Fromage

Lb. acidophilus Bouche, tractus intestinal

Lb.gasseri Bouche, tractus intestinal

Lb. casei subsp. casei Rumen

Lb. sake Végétaux, produits carnés

Lb. kefir Kefir

Lb. sanfransisco Pain

Lactococcus

Lc. raffinolactis Lait caillé

Lc. garviae Lait de mammite

Lc. lactis subsp. lactis Lait cru, lait fermentés et vegétaux

Leuconostoc Lait, produit laitiers, fruits 1égume, végétaux en
Ln. Oenos fermentation  (choucroute),  produits  de
panification, solution visqueuse de sucre.

Vin (absent dans le lait)

Pediococcus

Pc. Pentasacens, Pc. Acidilactici Végétaux, boissons alcoolisé, matiere végétale,
lait et produit laitiers.

Pc. Halophilus Produits de péche, anchois sale.

Streptococcus thermophilus

Lait et produitslaitiers.

5. Caractéres morphologique et biochimique

Les bactéries lactiques ont été définies par Oral-Jensen en (1919), regroupant plusieurs
genres qui se caractérisent par leur capacité de transformer ou de fermenter les sucres en acide
lactique.

Les bactéries lactiques font partie du groupe des Firmicutes (bactéries a Gram positif), non
sporulant et généralement immobile et qui peuvent prendre plusieurs formes (coque, bacille et
coccobacille). Actuellement, ils existent plusieurs bactéries qui produisent de ’acide lactique,
mais ils ne sont pas considéré comme des bactéries lactiques, tels que Bacillus et

Sporolactobacillus qui sont des bactéries Gram positif, sporulées (Axelsson., 2004).

Les bactéries lactiques sont anaérobies (en absence d’0;), mais aéro-tolérante (petite
quantité d’0;), elle ne possede ni catalase, ni nitrate-réductase, ni cytochrome-oxydase
(Ouadghiri et al., 2005). Elles sont classées dans les bactéries a faible pourcentage en GC (leurs
GC varient entre 35 a 54%).Aussi, elles sont chimio-organotrophe c’est-a dire elles utilisent des

substances hydrocarboné comme les sucres, acides organique, alcool comme source d’énergie.
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Chapitre I : Genéralite sur les bacteéries lactiques

Les bactéries lactiques possedent deux types de metabolisme fermentaire :
1)- Fermentation homolactique si ’acide lactique est le seul produit finale de la fermentation.
2)- Fermentation hétéro lactique si il y’a d’autres produits tels que ’acide acétique, éthanol,
CO,,...etc. Elles sont résistante a alcool comme éthanol (10-15%) et CO, et elles peuvent
survivent dans un environnement a faible activité d’eau (Salvetti et al., 2013).

Tableau 111 : Principaux genres de bactéries lactiques et le type métabolique (Matamoros.,
2008).

Genre Forme de la Type de Configuration de  Espéce type
cellule fermentation l'acide lactique
Aerococcus Coques Homofermentaire Ac. viridans
Carnobacterium Bacilles Hétérofermentaire L(+) Ch. divergens
Enterococcus Coques Homofermentaire L(+) Ec. faecalis
Lactobacillus Bacilles Homo ou hétéro-  D(-), L(+) ou Lb. delbrueckii
fermentaire D/L
Lactococcus Coques Homofermentaire L(+) Le. lactis
Leuconostoc Coques Hétérofermentaire D(-) Ln. mesenteroides
Oenococcus Coques Hétérofermentaire D(-) Oe. oeni
Pediococcus Coques Homofermentaire D/L ou L(+) Pe. damnosus
Streptococcus  Coques Homofermentaire L(+) Sc. salivarius
Tetragenococcus Coques Homofermentaire L(+) Te. halophilus
Vagococcus Coques ovoides Homofermentaire L(+) Ve. Aluvialis
Weissella Petits bacilles  Hétérofermentaire D/L ou D(-) We. viridescens

6. Différents genres de bactéries lactiques

Les genres Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc et Streptococcus ont été fut les
premiers genres a étre décrit, mais il existe d’autres tels que Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactococcus, Oenococcos, Tetracoccus, Vagococcus et enfin Weissella.
(Boullouf., 2007; Brahimi., 2015).

6.1 . Genre Lactobacillus

Ce genre a été décrit pour la premiere en I’an 1896 par Beijerinck et I’espéce types était
Lactobacillus delbrueckii, qui est considérer comme le plus grand et le plus diversifié de la
famille des Lacobacillaceae et comprennent plusieurs especes enverront 158 espéces. (Zhang et
Cai., 2014).

Un genre hétérogene, immobile, a catalase négative et la plus part d’entre elles sont utilisées
comme agent de fermentation dans ’industrie et aussi en tant que contaminant. On peut les

trouver sous différentes formes coccobacille, fins et incurvés,...etc (figure 03 et 04) (Dworkin et
al., 2006).
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Figure 04 : Des micrographies montrant la différence morphologique des cellules de
lactobacilles (DeVos et al., 2009): A: Lactobacillus gasseri; B: Lactobacillus agilis; C:
Lactobacillus curvartus; D : Lactobacillus mineur; E: Lactobacillus fermentum et F : forme de

I'involution de lactobacilles dans une lame mince d'un grain de kéfir.

Les lactobacilles peuvent étre classés en trois sous-groupes :
» Homofermentaire strict: qui regroupe des espéces comme Lb acidophiles, Lb helveticus
appartenant au sous-genre de Thermobacterium qui produisent de 1’acide lactique a partir

de la fermentation des hexoses par voie de glycolyse.

» Hétérofermentaires facultative : regroupe des especes de sous-genre de
Streptobacterium. En ferment des hexoses en acide organique qui est 1’acide lactique par
voie de glycolyse et méme de fermenté les pentoses en acide lactique et en acide acétique
par I’intervention d’une enzyme spécifique appelée la phosphocetalase. Au cours de ce
processus de fermentation, il y’auras lieu la production du CO,.

» Hétérofermentaires strict (obligatoire) : regroupée sous-genre de Betabacterium qui
9
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sont capable de fermenter les hexoses en acide lactique, acétique et CO,. Aussi peuvent
fermentée les pentoses en acide lactique et acétique par voie glycéraldéhyde-3-
phosphate/pyruvate, kinase/lactate déshydrogénase (Salminen et al., 2004 ; Bekhouche.,
2006 ; Zhang et Cai., 2014).

6.2. Genre Lactococcus

Lactococcus est 1’'un des genres de bactéries lactiques qui possédent les mémes
caractéres : immobile, anaérobie facultatif, catalase négative qui sont cultivé dans le milieu
M17avec un pH neutre. Ce genre peut se présenter sous forme coque en paire ou en chaines

(figure 05) (Pilet et al., 2005). 1l est trés exigeant sur le plan nutritionnel (Salminen et al., 2004).
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Figure 05 : Lactococcus lactis subsp lactis sous forme de cellule ovoide regroupée par paire et

en chainette selon la souche (Teuber et Geis., 2006).

Elles sont homofermentaires en produisant que de 1’acide lactique L(+). Elles cessent de
croitre a un pH acide environ 4,5 et elle ne peut pas croitre dans un milieu alcalin ou en présence
de Nacl (6.5%), a I’exception d’une seul espéce qui est Lactococcus garvieae (Teuber et Geis.,
2006 ; Alomar., 2007).

IIs existent certaines especes qui sont capables de produire des exo polysaccharides et des
bactériocines, et de se croitre a certaine pourcentage (3%) en bleu de méthyléne et d’hydrolyser

’arginine (Tamime., 2002).

6.3. Genre Streptococcus

Les streptocoques regroupent un vaste ensemble de bactéries ubiquitaires et comprend de
nombreuses espéces. En raison de leurs nombres, on distingue les espéces pathogénes
(pyogenes), orales (S. salivarius, S. bovis) et autres streptocoques (Scheilfer., 1987).

Ce genre est omniprésent dans la nature, on peut méme les trouver dans le tube digestif de
I’Homme et d’animaux en partagent les caracteres suivants: anaérobie facultatif, chimio-
organotrophe, catalase négative, homofermentaire et leurs température est située entre 25 et 45°C
(Boudersa et al., 2017).
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Streptococcus thermophilus (figure 06) est la plus utilisées dans le domaine de technologie
alimentaire qui a été classée a part dans le groupe des « autres streptocoques » mais en utilisant
les techniques moléculaires, elle a été transférée au groupe des streptocoques oraux a cause de
leurs similitude en patrimoine génétique avec Streptococcus salvarius. Cette espéce est connue
par son caractere non pathogene, la résistance a la température, se différenciés par son habitat et
elle se distingue de la plus part des autres streptocoques grace au nombre limite des hydrates de
carbone (Haddie., 1986 ; Stiles et Holzafel., 1997 ; Pilet et al., 2005).

S.thermophilus est trés utilisée tant que levain dans la fabrication de certaines produits

laitiers fermentés comme le yaourt, fromage,...ctc. (Hols et al., 2005 ; Delorme., 2008).

Figure 06: Morphologie cellulaire de Streptococcus thermophilus observée sous microscope
électronique (Durso et Hutkins., 2003).
6.4. Genre Enterococcus

Est un genre qui a la méme morphologie que les lactocoques et qui regroupent les

streptocoques fécaux. Il est hétérofermentaires et certaines espéces sont mobiles grace a la
présence de flagelle et d’autre possédant des pseudo-catalase. Leurs cellules sont sous forme
ovoide en paire ou en courtes chaines. Le genre Enterococcus se caractérise par sa tolérance a
6.5% Nacl et au pH=9,6. La température optimale de croissance est de 35°C a 37°C dans le
milieu MRS (Tamime., 2002 ; Devriese et al., 2006 ; Ho et al., 2007 ; Rakhis et al., 2016).

6.5. Genre Aerococcus

En I’an 1953, la premiére espéce de genre Aerococcus a été découverte par Williams et ces
collaborateurs, et le seul élément qui a permit de différenciés les espéces d’Aerococcus des
especes de Pediococcus était les testes morphologiques et physiologiques. lls existent cing
especes appartenant a ce genre : Ae.christensenii, Ae. sanguinicola, Ae. urinae, Ae. cocus,
Ae.urinaeequi et Ae.urinachominis. Ce genre est de forme ovoide, immobile, anaérobie
facultatif, catalase négative, oxydase négative, homofermentaire, et leurs divisions se déroule sur

deux plans formant ainsi des tétrades (Collins et Faslen., 2009).
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6.6. Genre Pediococcus

Les especes appartenant au genre Pediococcus sont mésophiles, homofermentaires et ne
produisent pas de CO; au cours de la fermentation du glucose et souvent incapables d’utiliser le
lactose et qui nécessite la présence de plusieurs facteurs de croissances pour leur développement.
Leurs pH compris entre 5 & 7,5 et leurs températures optimale varier de 25°C a 35°C et ils ne
sont pas en mesure de réduire le nitrate (Holzapfel et al., 2009 ; Lahtinem et al., 2012).

6.7. Genre Leuconostoc

Regroupe les coques lenticulaires, mésophiles, aux caracteres hétérofermentaires avec la
production d’acides lactiques et CO, (Pilet et al., 1998 ; Ho et al., 2007).

Ce genre a été décrit par Van Teighen en 1878. Au départ, ces bactéries sont apparues
sous forme de chaine, non pigmenté. Trois especes ont été reclassé en 1984 en sous classe et
d’autres sont rajoutée (Zarour., 2010 ; Zhang et Cai., 2014). Certains espéces de Leuconostoc
ont été utilisé en association avec Lactococcus pour produit d’autres substances aromatiques

comme le di acétyle, I’acétoine (Hadef., 2012).

7. Caractéres culturaux et exigence nutritionnelle

L’ensemble des bactéries lactiques se multiplient dans une gamme de température comprise
entre 15°C et 42°C, sauf 1’espéce dite « Streptococcus thermophilus » qui dépasse les 42°C et
atteindre 55°C (Tailliez., 2004).

Les bactéries lactiques se développent au mieux dans les milieux acide ou le pH est compris
entre 4 et 6, mais leurs développement s’arrét a pH inferieure a 4. Tant-dis que le milieu le plus
adapté a leur culture est Man, Rogosa et Sharpe (MRS), ou leurs colonies sont en générale
petites, incolores, blanchatres ou jaunatres, lisses ou rugueuses, arrondies ou lenticulaires (De
vos et al., 2009).

Ces bactéries se caractérisent par leurs exigences nutritionnelles nombreuses en plusieurs
substances organiques telles que les vitamines (B5, B3 et B12) et en base azotée et en cation. De
plus, les ions de Mg2+, Mn2+ et Fe2+ sont nécessaire pour leur croissance et sont considérés
comme des activateurs d’un grand nombre de réaction enzymatiques et aussi comme stabilisateur

de la structure des acides nucléigues (De Man et al., 1960 ; De Vos et al., 2009).
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Chapitre 11 : Lait et Produits Laitiers

1. Généralités sur le lait

Le lait cru est un produit de la traite d’une femelle laitiére (Brebis, chévre, vache), qui est
bien nourris et non surmenée. Ce produit doit étre recueilli proprement et ne doit pas contenir de
colostrum (Bourgeois et al., 1996 ; Mahaut et al., 2000).

Cet aliment est de couleur blanche plus ou moins jaunatre de saveur légérement sucrée et
d’odeur peu marqué, mais caractéristique. Sa composition varie d’une espéce a une autre, tel que
le lait des ruminants qui est caseineux alors que celui des carnivores est albumineux. Cette
composition dépend également de I’alimentation, 1’age, ou 1’état sanitaire de 1’animal.

Les principaux composants du lait sont représentés par les différentes variables :

» Ladensité : 1,028 a4 1,036

» Point de congélation : -0,51 a -0,55°C

» Point d’¢bullition : 100,5°C

> pH:65a6,7

» acidité : 15 a 18° dornic (Louaileche., 1998).

2. Microflore du lait

Le lait est un aliment de choix de faite qu’il est riche en éléments nutritifs ; dans un litre de
lait qui pése 1000g, on trouve 880g d’cau et 120g de matiére séche (Protéine, vitamine, sel
minéraux, matiere grasse, sucre, calcium). Cette richesse en éléments nutritifs offre des
conditions favorables & la croissance des divers microorganismes. Le lait peut contenir une flore
originelle et une flore de contamination (Larpent., 1996).

2-1 Flore originelle

Lorsque le lait est prélevé dans des conditions normales a partir d’un animal sain, il peut
contenir des micro-organismes saprophytes (moins de 103 germes/ml). Le lait a un mécanisme de
défense naturel contre les bactéries appelées : Lacténin mais d’une action de courte durée
d’environ 1h. Il est envisageable que cet aliment soit contaminé par d’autres micro-organismes
pathogénes comme des streptocoques pyogenes, des corybactéries pyogenes et des
staphylocoques. Il peut s’agir aussi de germes d’infections générales qui peuvent passer dans le
lait en absence d’anomalies du pis et quelques virus (Guiraud., 2003).

2-2 Flore de contamination
Le lait peut étre contaminé par différents sources :
» Personnelle (non désinfection des mains, éternuement).
» Environnement de la traite (citerne de transport, milieu de stockage, matériel de la traite).

» Animale malade (contamination des mamelles, antibiotique).

14



Chapitre 11 : Lait et Produits Laitiers

» Flore de I’air (dont Pseudomenas, bactéries sporulées).
» Feéces et téguments de 1’animal (coliforme, entérocoque, Clostridium, entérobactéries
pathogénes (Salmonella, Shigella, Yersinia).

» Sol (Streptomyces, Llisteria, bactéries sporulées et spore fongique) (Guiraud., 2003).
3. Les produits laitiers

3.1 L’ben

Est un babeurre obtenu a partir de lait cru de vache ou de chevre qui est fermentée
spontanément. Pour la fabrication de cet aliment, le lait cru est laissé a une température ambiante
jusgu'a sa coagulation spontanée (24h a 72h). Le lait caillé obtenu est appelée : Rayeb. Ce
dernier peut étre consommeée tel qu’il est ou soumis a I’écrémage pour avoir du L’ben et du
beurre frais (Benkerroum et Tamime., 2004).

3.1.1 Lacomposition chimique

La composition chimique de L’ben varie considérablement entre les différents localités,
régions et exploitations, principalement en raison de la variation de la composition chimique du
lait au cours de la lactation et de 1’incohérence des étapes de fabrication adoptée (Benkerroum
et Tamime., 2004). Ce produit est caractérisé par divers éléments qui sont mentionné sur le

tableau suivant :

Tableau IV: Les divers caractéristiques de 1’ben (Benkerroum et Tamime., 2004).

Elements Valeur
Humidité 91,1
pH 4.2
Aciditétitrable 0.82
Chlorure de sodium 0.2
Lactose 2.7
Teneurs en matiére grasse 8.9
Protéines brutes 2.6

3.1.2 Microflore de L’ben

Le lait utilisé pour la production de 1I’ben contient une flore microbienne abondante et
complexe. Il est fort probable que si les bactéries lactiques envahissent les autres micro-
organismes qui se trouvent dans la matiere premiére, surtout celles qui sont bénéefiques, le
produit alors peut étre considéré comme un produit sain pour la consommation humaine. Des
études et de recherches ont montré que 1’ben peut contenir des flores pathogenes tels que :
les bactéries fécales (coliformes, Escherichia coli, streptocoque du groupes D) avec un

nombre qui dépasse 10*UFC/ml et méme des souches de Staphylococcus aureus a

15



Chapitre 11 : Lait et Produits Laitiers

coagulase positive a 103UFC/ml et Listeria monotytogenes (Benkerroum et Tamime.,

2004).

Les bactéries lactiques mésophiles étaient la principale microflore responsable de la
fermentation et le développement de 1’arome dans I’ben. Les especes Lactococcus et
Leuconostoc prédominantes dans le produit et aussi Lactobacillus spp malgré son absence dans
le lait cru mais récupéré en faible quantité dans le produit finale (Benkerroum et Tamime.,
2004).

3.2 Dhan

C’est un beurre frais qui est obtenu aprés barattage du Rayeb qui présente une
consistance molle grace a la forte concentration en eau (Benkerroum et Tamime., 2004).
3.2.1 Composition chimique

Tableau V: Caractéristiques physico-chimiques de beurre frais traditionnel algérien (Lahsaoui.,
2009).

Caracteres Valeur

Humidité 14%

Nacl 1.5%

Lactose 1.29/100g

Matiére grasse 81g/100g

Protéine 3.29/100g

Lipides insaponifiable | 0.3g/100g
Indiced’acide 52mg KOH/g lipide
Indice peroxyde 3.7mg KOH/g lipide

3.2.2 Microflore de Dhan
Bettache et ces collaborateurs ont montrée que les genres dominants de la microflore du
Dhan sont : Leuconostoc, Lactococcus, Lactobacillus et d’autres groupes identifies comprenaient

des streptocoques pyogene et des entérocoques (Bettache et al., 2012).

3.3 Jben

Jben ou fromage blanc fabriquée a partir du lait cru de vache ou de chévre ou des deux laits.
Il est recueillie dans un récipient en terre et mis a fermenté spontanément a une température
ambiante jusqu'a la coagulation. Le caillé obtenu est transféré dans un sac en mousseline pour
étre égoutter 2 a 3 jours. En suit, le fromage est vidé du sac salé en surface et conditionné.

La fabrication du fromage blanc au départ était considérée comme activité rural mais
actuellement, elle est de plus en plus réalisée dans les villes. En conséquence, de réel

changement on été introduits dans le protocole de fabrication, ces changements visent soit a

16



Chapitre 11 : Lait et Produits Laitiers

réduire le temps, soit a renforcer la sécurité, la qualité et la conservation du produit, par exemple

I’ajout de la présure pour accélére la coagulation (Benkerroum et Tamime., 2004).

3.3.1 Composition chimique
Tableau VI : Composition chimique de fromage (Benkerroum et Tamime., 2004).

Caractéeres Valeur
Humidité 62.5
pH 4.1
Aciditétitrable 1.04
Chlorure de sodium 0.5
Lactose 4.1
Teneure en matiere grasse 16.5
Protéine 15.8

Le pH et I’acidité titrable sont les paramétres les moins variables dans le fromage.
Cependant le plus variable est I’extrait sec car il dépend de la durée d’égouttage du caillé

(Benkerroum et Tamime., 2004).

3.3.2 Microflore du fromage blanc

Le fromage, comme la plus part des produits laitiers, est dominé par les bactéries
lactiques (10 ®a 10 ? UFC/g), qui sont représenté principalement par Lc. Lactis spp. lactis,
Leu. Mesenteroides subsp. Lactis, Lb. Casei subsp. casei. En plus des bactéries lactiques, il
y’a la présence d’autres microorganismes en nombre relativement élevé, des levures et
moisissures sont supérieure & 10° UFC/g, mais leurs présence ne soulévent aucune inquiétude
parce qu’ils peuvent contribuer a la saveur du produit et d’autres avantages (1’apparence
visqueuse, la décoloration, couche de croissance en surface et une forte odeur d’alcool). Le
fromage peu étre responsable d’épidémie de toxi-infection alimentaire (TIA) parce qu’il peut
contenir de coliforme et d’entérocoque et d’autres microorganismes pathogenes qui peuvent
nuire a la santé publique comme Salmonella spp, Yersinia enterocolitica et L. monocytogenes
a des fréquences de 10%, 4.1% et 18.1% respectivement (Benkerroum et Tamime., 2004).
3.4 Yaourt

Le yaourt est le plus connu des produits fermentés, obtenus a I’aide des bactéries
lactiques, dont on trouve la présence des deux especes thermophiles spécifiques
« Streptococcus thermophilus » et « Lactobacillus bulgariccus » qui doivent étre ensemencé

simultanément et étre vivant dans le produit fini au moment de la vente au consommateur.
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Les yaourts et d’autres laits fermentés sont dotés de fonctionnalités bénéfiques pour la santé
humaine (Bourlioux et al., 2011).

3.4.1 Composition des différents types de yaourt

La composition du lait au cours de la fermentation subit un certain nombre de
modification et certaines de ces modifications ont fais un produit de meilleur valeurs

nutritionnelle et propriétés physiologiques intéressantes (Fredot., 2005)

Tableau VII : Composition des différents types de yaourt (Fredot., 2005).

Type de yaourt Teneur moyenne pour 100 g de produit
(en g sauf calcium en mg)
Protides Lipides | Glucides Calcium
Yaourt nature 4.1 11 4.8 170
Yaourt nature au lait entier 4.1 3.5 4.7 151
Yaourt nature maigre 4.5 0.3 4.9 150
Yaourt nature sucré 3.9 0.9 13.4 155
Yaourt maigre sucré 4 0.1 13.8 150
Yaourt aromatisé 4 1 14.5 150
Yaourt aromatisé maigre 4.3 0.1 7.1 160
Yaourt & boire nature sucré 2.9 1.2 12.8 110
Yaourt a boire aromatisé 2.9 1.4 13.3 107
Yaourt a boire pulpe de fruits 2.7 1.6 13.5 107
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1. Matériel
Durant les différentes étapes de cette étude, plusieurs matériels, appareils, milieux de culture

et réactif sont utilisé dans le but d’isoler et étudier 1’activité antibactérienne des bactéries

lactiques (tableau VIII).

Tableau VIII: Matériel et différents milieux de culture utilisés

Appareils Milieux de culture | Réactifs Divers
Balance Bouillon MRS Ethanol Aluminium
Plagque chauffante | Gélose MRS Eau de Javel | Flacon de 200ml
agitatrice Bain Bouillon nutritif Eau distillée | Boites de Petri
marie Gélose nutritif Pipette Pasteur
Autoclave Gélose nutritif Barreau
Etuve moelle magnétique
Gélose Hecktoen Earlein-Mayer
Gélose EMB Portoir
Gélose Chapman Micropipette
Bouillon Chapman Anse de platine
Eprouvette
Bec bunsen
Tubes a essais

2. Méthodes
2.1.0rigine des échantillons

Les échantillons de divers produits alimentaires (Lben, fromage, yaourt et camembert) sont
tous issu de la matiére premiére qu’est le lait de vache. Ces quatre produits sont récoltés dans la
wilaya de Bouira a proximité de ’université, sauf le lait cru de chevre d’origine de la commune

d’Aghebalou situer au Nord East de la wilaya de Bouira.

2.2.Echantillonnage

Pour I’échantillonnage de lait cru, les mamelles son nettoyer avec un produit moussant puis
issué en utilisant un papier absorbant. L’échantillon du lait est récolté dans un flacon en plastique
de 250 ml, puis conservé a 4°C. En suite, transporté au laboratoire ou il est analysé. Les produits
alimentaires (figure 07) sont conservés dans des conditions favorables et ils ont été transportés

rapidement au laboratoire afin de réaliser notre ensemencement.
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Lait cru de chévre

Figure 07 : Différents produits alimentaires utilisés lors de la manipulation.

2.3. Isolement des bactéries lactiques
Aprés avoir récoltés les différents produits alimentaires et afin de pouvoir isoler les
bactéries lactiques, on a prélevé une quantité de chaque produit alimentaire et on le repique dans
5ml de bouillon MRS a raison de deux tubes pour un produit alimentaire (figure 08).
L’incubation se fait a 37°C pendant 24h.

Aprés 24h d’incubation, on ensemence a 1’aide d’une pipette Pasteur tous les tubes qui
présentent un trouble en surface de gélose MRS en faisons des striées €loignés. Enfin, on incube
les boites a 37°C pendant 72h.

Figure 08 : Ensemencement de différentes denrées alimentaires dans le bouillon MRS.
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2.4. Purification et conservation des souches isolées
Apres I’incubation, les colonies obtenus sur gélose MRS on été purifiées plusieurs fois

en repiquant chaque type de colonie dans de bouillon MRS et ensuit isolé sur gelose

MRS, afin d’avoir des colonies bien séparé¢ et de méme aspect. Les souches pures

obtenues sont conservées dans de bouillon MRS a 4°C, pendant quelques jours.

2.5. Pré-identification des isolats

L’identification des bactéries lactiques consiste a réaliser un examen macroscopique, un
examen microscopique et un test de recherche de la catalase (Lopez-Diaz, 2000 ; Badis et al.,
2004 ; Veljovic et al., 2007).

» Examen macroscopigue
Cet examen est réalisé a partir des colonies sur gélose MRS. 1l s’effectue a I’ceil nu afin
de déterminer les caracteres culturaux des colonies a savoir : la forme, I’aspect, la taille, la

couleur, I’opacité et le contour (Harrigan et Mc Cane., 1976).

» Examen microscopique apres coloration de Gram
L’observation microscopique par coloration différentielle (coloration de Gram) nous
permet de distinguer les isolats Gram positif et Gram négatif, leur morphologie (bacille ou
coque) et leurs modes d’associations (isolés, en chainettes ou en tétrades) (Harrigan et Mc
Cane., 1976).

Cet examen se déroule en 4 étapes. On commence par déposer quelques gouttes de violet
de gentiane sur un frottis fixé. On laisse agir pendant une minute puis on rince la lame et on
redépose quelques gouttes de lugole pendant une minute pour fixer la couleur. Aprés, un
deuxiéme rincage avec I’eau distillée, on décolore les bactéries a ’aide d’alcool pendant 30
secondes, puis on verse quelques gouttes de Fushine sur la lame et on laisse agir pendant 1 min.
On lave la lame une autre fois par 1’eau distillée et on la séche. Aprés le séchage, on passe a
I’observation microscopique sous microscope optique (Grossissement x100). L’apparence des
bactéries violettes au microscope est definie comme Gram positive (Harrigan et Mc Cane.,
1976 ; Kanak et Yilmaz., 2020).
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» Recherche de catalase

La catalase est une enzyme qui a la propriété de décomposer 1’ecau oxygénée (H,0,) avec
dégagement d’oxygene selon la réaction suivante :

2 H,0, + catalase ——»2H,0+0;

Ce test s’effectue en mettant une goutte du peroxyde d’hydrogeéne a 3% sur une lame
contenant la bactérie a tester. Le résultat est considéré comme positive s‘il ya 1’apparition d’une
bulle aprés 2 minute (Sobrun et al., 2012 ; Islam et al., 2020). Les batonnets ou les cocci, Gram
positive et de catalase négative sont présumés étre des bactéries lactiques et sont retenues et
conservées pour le test de l'activité antibactérienne (Jones et al., 2008 ; Kanak et Yilmaz.,
2020).

2.6. Activité antibactérienne
Afin d’évaluer le spectre d’activité des espéces lactiques (inhibitrices) contre certains
bactéries pathogenes (indicatrices), nous avons utilisé la méthode direct appelée la méthode de

Fleming qui repose sur la Co-culture des souches inhibitrices et les souches indicatrices.

» Préparation des cultures des 18 heures des bactéries lactiques

Quatre a cing colonies de chaque culture jeune des bactéries lactiques ont été prélevé a partir
d’une culture de 48 h sur gélose MRS a I’aide d’une pipette Pasteur stérile. Ces colonies sont
inoculées dans un tube a essai contenant 5 ml de bouillon MRS dans des conditions aseptiques

puis incubé a 37 °C pendant 18 h.

» Préparation des cultures des 18 heures des souches pathogenes

A partir des boites de gélose de 24 h contenant les souches pathogenes, nous avons prélevé
une a deux colonies par boites a I’aide d’une pipette Pasteur stérile. Ces colonies ont été
inoculées dans des tubes a essai contenant 5 ml de bouillon nutritif et incubé a 37 °C pendant

18h. Deux tubes ont été préparés pour chaque bactérie pathogeéne.
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Figure 9 : Préparation des cultures des souches pathogénes

» Realisation du test de spot

La solution fraiche des souches de bactéries lactiques des 18 h est ensemencée par la
méthode des spots en déposant 5ul a I'aide d'une micropipette sur la gélose MRS séchée devant
le bec bunsen a moitié ouvertes, de fagon a obtenir quatre a cing spots identiques et de petite
taille dans chaque boite. Les boites sont laissées sécher prés de bec bunsen pendant 30 minutes,
puis incubés a 37 °C pendant 24 h.

Apreés I’incubation, les spots sont recouverts par 10 ml de la gélose nutritif molle (GNM)
contenant 1 ml de la culture de 18h d’une souche indicatrice et homogénéisé délicatement afin
d’éviter le décollement des spots. Apres 1’incubation a 37 °C pendant 24h, les zones d’inhibition
ont ét¢ mesurées. L’apparition d’une zone transparente auteur du spot témoigne de 1’effet
antagoniste des bactéries lactiques (Fleming et al., 1975). La méthode est schématisée dans les
figures 10 et 11.

Figure 10: Les démarches de réalisations des spots
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Figure 11 : Schéma explicatif des étapes des spots
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Chapitre IV : Résultats et Discussion

1. Isolement et purification des souches lactiques

A partir de différents produits alimentaires (cinq produits alimentaires avec deux échantillons
par produit alimentaire) récoltés de la région de Bouira, des isolats de bactéries lactiques ont été
obtenus. Ces isolats ont été purifiés par plusieurs repiquages successifs sur bouillon et gélose
MRS, en plus d’une incubation a 37°C pendant 24h. Une fois purifiée, les colonies isolées ont

été identifié  par  les  caractéristigues ~ morphologiques et  biochimiques.

A : souche lactique du lait cru de chévre B : souche lactique du yaourt

Figure 12 : Aspect des colonies isolées a partir de différentes denrées laitiéres.

2. ldentification des bactéries lactiques
2.1.Les bactéries lactiques dans un milieu liquide
La croissance des bactéries lactiques dans le bouillon MRS se traduit par 1’apparition d’un

trouble concentré au fond du tube a la recherche des conditions anaérobiques de ces

microorganismes (figure 11).

Figure 13: Aspect des cultures microbien sur bouillon MRS.

a : voile microbien b : précipité microbien
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2.2. Aspect macroscopique des bactéries lactiques sur milieu solide
L’observation a I’ceil nu des cultures obtenues sur les boites de Petri contenant de la gélose
MRS a permet de déduire les caractéristiques macroscopiques des colonies.
Les souches isolées ont un aspect macroscopique différents les un des autres. On remarque la
présence des colonies lenticulaires et d’autres sont rendes, parfois bombées de taille variables de

1mm avec des surfaces lisses (figure 12).

Figure 14 : Aspect des colonies des différents isolats sur gélose MRS.

2.3. Test microscopique

Les bactéries lactiques sont des microorganismes a Gram positif. Les résultats que nous
avons obtenu lors de notre observation montrent que les cellules examinées apreés coloration de
Gram sont identiques au colorant de violet de gentiane donc des cellules violettes se qui veut-
dire que ce sont des bactéries a Gram positif. D’aprés Savadogo et Traore en 2011, il y’a deux
grand groupe de bactéries lactiques : celle qui sont sous forme cocci et celles qui sont sous forme
de bacilles (figure 13).

Figure 15 : Aspect microscopique des bactéries lactiques (grossissement x 100).
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2.4. Test biochimique

Ce test est a la base de 1’identification des bactéries. Les souches qui ont été obtenus lors de
notre manipulation ont été utilisées pour 1’é¢tude de la production de la catalase. Cette étude a
révélé que les bactéries lactiques ne posséde aucune enzyme de type catalase (pas de formation

de bulle), donc elles sont dites catalase négative.

3. Résultats de ’activité antibactérienne

Dans cette partie nous sommes focalisée sur la mise en évidence de I’effet antagoniste des
bactéries lactiques vis-a-vis des deux souches pathogeénes a savoir : Salmonella, Staphylococcus
aureus, par la méthode des spots (Fleming et al., 1975). Les différentes associations ont été
réalisées en trois réplicas.

Les résultats sont exprimés en mm, par mesure du diameétre de la zone d’inhibition de la
souche pathogene. Les zones d’inhibition sont claires avec des bordures bien distinctes au tour
des spots de bactéries lactiques, avec des pelages d’inhibition variables. L’inhibition est notée
positive lorsqu’elle est supérieur a 1 mm (Schillinger et Lucke., 1989). Toutes les souches

présentaient un effet inhibiteur.

3.1. Activité antibactérienne des souches isolées du lait cru
Toutes les souches isolées de lait frais montrent une activité antibactérienne contre S.aureus

avec des diametres allant de 10 mm pour les souches 10 a 40 mm pour la souche 5 (figure 14).

S.aureus
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Souches lactiques du lait

Figure 16 : Résultats d’activité antibactérienne des souches de bactéries lactiques isolées du lait

contre Staphylococcus aureus.
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Les diverses souches obtenues a partir du lait montrent une bonne activité antibactérienne

vis-a-vis de Salmonella aves des diameétres allant de 8 mm pour la souche 05 a 27 mm pour la
souche 3 (figure 15).

Salmonella sp
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Figure 17 : Résultats d’activité antibactérienne des souches de bactéries lactiques isolées du lait

contre Salmonella.

Selon les résultats obtenu, on constat que la meilleur zone d’inhibition obtenus avec la
souche S5 contre Staphylococcus aureus avec 40 mm de diamétre (figure 14), et la meilleur zone
d’inhibition contre Salmonella est obtenus avec la souche S3 avec 27mm de diametre (figure 15).
Donc on constat que les cellules bactériennes présents dans le lait cru sécretent des substances
inhibant efficacement la croissance des bactéries pathogeénes.

Figure 18 : Effet antimicrobienne des souches lactiques isolées du lait sur les deux souches

Staphylococcus aureus et Salmonella.

3.2. Activité antibactérienne des souches isolées du yaourt
D’aprés les résultats obtenus, toutes les souches isolées du yaourt montrent une activité
antibactérienne contre S.aureus. Cette activité est variable d’une souche a une autre avec des

diametres différents. On constat que la souche « Y14 » a une zone d’inhibition plus grand par
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apport aux autres avec un diametre égale a 8 mm, alors que la zone d’inhibition la plus petite est

observés chez la souche « Y13 » avec un diamétre de 1 mm (figure 17).

&, aurens

Diametre en {mm})
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Souches de yaourt

Figure 19 : Histogramme représente les zones d’inhibition des souches de yaourt contre
Staphylococcus aureus.

Selon les résultats que nous avons obtenus, toutes les souches isolées du yaourt montrent
de zones d’inhibition plus importantes contre Salmonella. On remarque que les deux souches
«Y7etY9» sontles deux seules souches qui ont des zones d’inhibition les plus grandes vis-a-
vis de Salmonella avec un diametre de 20 mm. Tandis que la souche « Y12 » est la seule souche

qui a une zone d’inhibition la plus petit, avec un diameétre de 4 mm (figure 18).

Salmonella
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Figure 20 : Histogramme représente les zones d’inhibition des souches de yaourt vis-a-vis de

Salmonella.
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Figure 21 : L activité antibactérienne des souches isolées du yaourt vis-a-vis de Staphylococcus

aureus et Salmonella.

3.3. Activité antibactérienne des souches isolées du fromage et camembert
D’aprés les résultats trouvés on observe que la souche C1 a la meilleure zone d’inhibition
contre la souche indicatrice Staphylococcus qui est égale a 20 mm, lors que la souche C2 ne
présente aucune zone d’inhibition (figure 20).
D’apres les résultats et I’histogramme tracé on distingue que la souche F6 a une grande
zone d’inhibition égale a 12 mm contre la souche indicatrice Staphylococcus. Part contre, la zone

d’inhibition la plus petite est observée chez la souche F7 avec diamétre de 0 mm (figure 20).
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Figure 22 : L’effet antimicrobien du camembert et fromage contre la souche pathogéne
S.aureus.

Selon I’histogramme ci-dessous (figure 13), on constate que les deux souches (souche 1
et souche 2) isolées du produit alimentaire « Camembert » ont un effet antibactérienne contre la
souche pathogéne Salmonella avec une zone d’inhibition de 4 mm de diamétre. On Observe
aussi que F9 est la souche qui a une zone d’inhibition la plus grande égale & 6mm, alors que la

souche F1 n’a aucune zone d’inhibition (figure 21).
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Salmonella sp
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Figure 23 : L’effet antimicrobien du camembert et fromage contre la souche pathogéne

Salmonella sp

Les deux histogrammes nous montrent et nous prouvent que la flore lactique qui est
présente dans le Camembert a un effet antimicrobien positif contre les souches pathogenes
Staphylococcus et Salmonella en produisant des substances qui permettent d’inhiber la flore
pathogene soit par la production de I’acide lactique- acétique ou par la production des

bactériocines.

Figure 24 : Activité antibactérienne des souches lactiques isolées du camembert et du fromage vis-a-

vis de Staphylococcus aureus

La souche Lac. Lactis subsp. cremoris a une activité antibactérienne contre la souche
indicatrice Staphylococcus aureus qui se manifeste avec une zone d’inhibition de 8mm. Tandis

que, la souche Lactococcus sp a une zone d’inhibition plus petite de 2mm (Menad., 2017).

Plusieurs recherches ont été effectuées par plusieurs auteurs qui ont démontré que les
especes appartenant au groupe des bactéries lactiques produisent des bactériocines comme
molécules bioactifs et leur quantités se change selon les espéces microbienne (Allouche et al.,
2010).

Nos résultats sont en accords & ceux trouvés par I'étude réalisée par Miyamoto et al.,
2000 sur l'activité antibactérienne des bactéries lactiques. Cette étude a montré un effet inhibiteur

envers Salmonella enteritidis par des souches de lactobacilles. Un diametre de 12 mm est
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enregistré avec Lactobacillus salivarius et 11 mm pour Lactobacillus acidophilus. Selon Dib et
al., 2012, la croissance des souches de Salmonella a été inhibée avec un halo d’inhibition de 20
mm de diametre par Lactobacillus casei, ce qui est en accord avec nos résultats, bien que
Lactobacillus plantarum a montré une faible activité antibactérienne contre Salmonella (14 mm).
Une activité antibactérienne des isolats naturels de lactobacilles contre Salmonella typhi suivant
la méthode de diffusion par puits d'agar a révélé une zone d'inhibition de 25.25 mm enregistrée
par Lactobacillus plantarum et 11.33 mm par Lactobacillus acidophilus (Halder et al., 2017).

L'étude de Reuben et al., 2019, a revélé un effet antagoniste vis-a-vis de S. Enteritidis
des souches pro biotiques potentielles de bactéries lactiques contre les bactéries pathogénes. Les
résultats d’une autre étude montrent une zone d'inhibition de 17 mm obtenu par Pediococcus
acidilactici et 14 mm par Lactobacillus reuteri. L'interaction des isolats de Pediococcus
acidilactici contre Salmonella typhimurium est traduite par un halo d'inhibition de 20,41 mm
(Salehizadeh et al.,2020).

Les diameétres d'inhibition enregistrés par notre étude vis-a-vis de S.aureus sont
convergents a ceux obtenus par Allouche et al., 2010, qui ont révélé une activité antimicrobienne
des souches de Lactobacillus thermophilus sélectionnées vis-a-vis de S. aureus avec un diametre
d'inhibition de 21.5 mm, et Zanzan et al., 2018 qui ont montré I'effet antagoniste des
entérocoques (E. faecium et E. faecalis) envers S. aureus, avec un halo d'inhibition de 20 mm a
30 mm de diametre. Karska-Wysockiet al., 2010 ont aussi trouvé que des mélanges contenant
différents rations de souches lactiques (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei)
présentent une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus, dont la zone d'inhibition
mesure environ 30 mm. En revanche, I'étude de Djadouni et Kihal.,, 2012 a révélé que
Lactobacillus sp et Leuconostoc sp ont un effet inhibiteur envers S. aureus, dont la zone
d'inhibition est de 14 mm. Selon Alebiosu et al., 2017, Lactobacillus fermentum présente une
zone d’inhibition de 11 mm vis-a-vis de Staphylococcus aureus, alors que le diamétre de la zone

d'inhibition de 13 mm mesuré pour Lactobacillus plantarum.

La molécule antimicrobienne des souches qui ont été isolées du lait cru de chévre ont un
pouvoir d’inhibition plus important sur les bactéries indicatrices par apport aux autres souches
isolées. Donc, il est trés important de savoir la nature de la molécule responsable afin de les
utilisées dans la conservation des différents produits alimentaires fermentées pour augmenter
leur vie et d’améliorer leur qualités hygiéniques et inhiber la croissance des microorganismes
responsables des toxi-infections alimentaire. Mais, ces molécules peuvent étre influencées par
plusieurs parametres extrinséque tel que la température, pH de leur croissance et la composition
du milieu (Naghmouchi et al., 2007).
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L'effet antagoniste des bactéries lactiques est du a la production de nombreuses molécules
antibactériennes dont les plus étudiées sont les bactériocines, les acides organiques, le peroxyde
d'hydrogene, la reutérine et le di acétyle (Siedler et al., 2019).

Les bactéries lactiques sont des microorganismes qui jouent un réle important dans la
conservation des aliments. Cette flore lactique, possédent deux mécanismes d’inhibition de la
flore indésirable par les principaux métabolites :

» Par production d’acide organique (acide lactique et acétique) : 1’acidification du
milieu (I’abaissement du pH) empéche en effet la croissance et le développement des
germes pathogenes en ciblent les macromolécules de surface des cellules cible
(flagelle, pili, parois, ...etc) (Metzner et al., 2004).

» Par production des bactériocines : ces substances secrétées par les bactéries lactiques
sont capable d’inhiber la flore indésirable et les bactéries a Gram positive pathogéne
comme Staphylococcus aureus et Gram négative comme Salmonella (Tantillo et al.,
2002). Ces molécules, en effet, forme des pores au niveau de la membrane de la
cellule cible se qui conduit a la dissipation de la force proton-motrice qui provoque en
suite la mort cellulaire (McAuliffe et al., 2001; Gravesen et al., 2002 ; Bauer et al.,
2005). Récemment, une étude a démontre que les bactériocines peuvent étre dégradé,
puisqu’elles sont de nature protéique soit par la protéase des bactéries lactiques, ou

par les enzymes du tractus digestif (Achemchem., 2014).

Toutefois et en basant sur des études récentes, Al Kassaa et al., 2015 déduiraient que
certains bactériocines produites par des bactéries lactiques appartenant aux genre Lactobacillus
et Enterococcus ont un spectre d'activité plus large incluant des bactéries a Gram positif et a
Gram négatif. Les bactériocines produites par les bactéries lactiques présentent plusieurs
avantages, En effet, elles permettent aux bactéries lactiques bactériocinogenes d'exercer un effet
compétitif aupres des microorganismes dans les écosystemes naturels. Elles peuvent étre
utilisées comme alternatifs aux antibiotiques, ou en association avec les antibiotiques naturels
(Al Kassaa et al., 2015).

Selon Karska-Wysockiet al., 2010, l'optimisation de l'activité antibactérienne des
bacteries lactiques envers Staphylococcus aureus peut se faire par la combinaison des differents
isolats lactiques, ces isolats peuvent produire plusieurs composants antibactériens, qui sont
absents lorsque chaque espece a été cultivée séparément en monoculture pure. Les données

montrent que les cultures des bactéries lactiques peuvent produire des composés antibactériens
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réduisant le nombre de cellules de Staphylococcus aureus de plus de 5 log 10 UFC de population
en 24 ha 37 °C (Karska-Wysockiet al., 2010).

Les travaux de Najett, 2018, portent sur le criblage pour la production de substances
antagonistes qui a été réalisé dans des conditions excluant toute inhibition éventuelle qui pourrait
étre due a I’acidité ou a la production du peroxyde d’hydrogéne ou aux peptides bioactifs ont
conduit a conclure que la croissance de Salmonella sp. Peut étre inhibé par les bactériocines.

D'aprés Cleusix et al., 2007 ; Amara et Shibl, 2015 ; Mu et al., 2018 ;Mohammed et
al., 2020, la reutérine produite par Lactobacillus reuteri possede une activité antibactérienne
contre les bactéries a Gram positif & savoir Staphylococcus et les bactéries & Gram négatif y
compris Salmonella et E. coli.

L'étude de Lanciott i et al., 2003, a révéle que le di acétyle est capable d'empécher la
croissance d’E. coli et S. aureus. D'autre part, Tejero-Sarifiena et al., 2012 ont déduit que
I'inhibition de la croissance de Salmonella typhimirium, Escherichia coli et Staphylococcus
aureus est due a la diminution du pH provoqué par la libération des acides organiques produits

par les bacteéries lactiques.
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont des micro- organismes qui ont un effet bénéfique sur
I’organisme humain. Ces derniers sont utilisés dans plusieurs domaines (agroalimentaire,
cosmétique, pharmaceutiques,...etc). Grace a leur production des molécules bioactifs qui inhibe
la croissance et le développement des micro-organismes pathogenes et aussi joue un role
important dans I’amélioration de la flore intestinale et dans la fermentation et la conservation des

aliments.

L’objectif de cette étude est d’isoler des souches de bactéries lactiques du genre
Lactobacillus sur un milieu sélectif gélose (gélose MRS) et bouillon MRS a partir de différents
produits laitiers (Lait de chevre, yaourt, lben, fromage et camembert). Donc, un total de cing
produits alimentaires a été pris en considération avec deux échantillons pour chaque produit

alimentaire.

Les bactéries lactiques isolées ont été identifiés en se basent sur différents caracteres
(morphologique et biochimique).

La recherche de ’effet antibactérienne a été réalisée. Les molécules bioactives synthétisé
par ces isolats lactiques contient un pouvoir inhibiteur sur les germes indésirables a Gram
positive et négative tel que Staphyococcus aureus et Salmonella. Les résultats de la recherche de
I’effet antibactérien montrent que les deux souches pathogenes ont été inhibées par des
substances synthétisées par les bactéries lactiques soit des acides organiques tels que 1’acide

lactique soit par des bactériocines.

Mais d’autres molécules antimicrobiennes peuvent étre sécréter comme le peroxyde

d’hydrogene et dioxyde de carbone.

Les perspectives

» Etudier I’activité antimicrobienne des bactéries lactiques vis-a-vis d’autres souches
pathogénes.

» L’étude des propriétés pro biotiques des bactéries lactiques isolées in vitro et in vivo

A\

Identification moléculaire des souches isolées.
» L’étude approfondie sur la nature des molécules inhibitrices et les purifies afin de les

utilisées dans le domaine industrielle.
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ANNEXES

ANNXE 01

1. Préparation de milieu de culture
1.1 Milieu Hektoen

1.1.1 Composition chimique du milieu

Tableau I : Composition de la gélose Hektoen (Kings et al., 1968).

Ingrédients Quantité
Protéose-Peptone 12,09
Extrait de levure 300
Désoxycholate de sodium 9,09
Lactose 12,09
Saccharose 12,09
Salicine 2049
Bleu de bromothymol 65 mg
Fuchsine acide 100 mg
Thiosulfate de sodium 500
Citrate ferriqgue ammoniacal 159
Chlorure de sodium 500
Agar 150¢
pH 7,5

1.1.2. Préparation du milieu

Suspendre les composants, poudre déshydratée dans 1’eau (72,66g/1 d’eau
purifiée/distillée). Puis le milieu est bouilli pendant quelques secondes jusqu’a la dissolution
compléte des ingrédients. Ne pas autoclaves ou surchauffer (Kings et al, 1968).
1.2.  Bouillon nutritif

1.2.1. Composition chimique du milieu

Tableau Il : Les ingrédients du bouillon nutritif (Eaton, Clesceri, et Greenberg., 1995).
Bouillon nutritif
Ingrédients gramme/litre
Peptones 5¢g
Extrait de beeuf 19
Extrait de levure 29

Chlorure de sodium  5g
pH 6.8+ 0.2 a25°C
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1.2.2. Préparation du milieu

On ajoute 13 a 15g de poudre nutritif dans 1000ml d’eau distillée. Puis, on mélange
pour dissoudre complétement a 1’aide de ’agitateur. Enfin, on stérilise a I’autoclave a 121°C
pendant 15mn (Eaton, Clesceri, et Greenberg., 1995)
1.3.  Gélose nutritif
1.3.1. Préparation du milieu

Pour on faire de la gélose nutritif on prend les mémes composons du bouillon nutritif

et on ajoute seulement 7,5g d’agar.
1.4.  Gelose nutritif molle
1.4.1. Préparation du milieu
Pour faire de la gélose nutritif molle on prend les mémes composons du bouillon
nutritif (7,5g) et on ajoute 3,75g d’agar
1.5.  Milieu EMB (Eosine Bleu de Méthyléne)

1.5.1. Les composons du milieu EMB

Tableau 111 : Composons du milieu EMB

Ingrédients Gramme en litre
Peptone 10

Lactose 10

Eosine 0.4

Bleu de méthyléne 0.065

pH 6.8
Hydrogénophosphate de potassium 2

Agar 15

1.5.2. Préparation du milieu

Suspendre la poudre déshydraté dans 1’eau distillée 36g/l. on pese 18g pour 500ml
d’eau distillée. En suite, en chauffe et en agit constamment pendant au moins 1mn. Enfin, on
stérilise a ’autoclave a 121°C pendant 15mn.
1.6.  Milieu chapman

1.6.1 Composons du milieu
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Tableau 1V : Composition du milieu chapman

Ingrédients gramme/litre

Peptone 10 g

Extrait de viande de beeuf 19

Chlorure de sodium 759

Mannitol 10g

Rouge de phénol 0,025¢

Gélose 15¢

pH 7,4

1.6.2. Préparation du milieu

On prend 111g de milieu déshydraté¢ dans un 1L d’eau distillée stérile. En suite,
Me¢lange jusqu’a obtention d’une suspension homogene. Puis, on le mit sur une plaque
chauffante et le Chauffer lentement en agitant fréquemment, puis porter a ébullition jusqu’a

dissolution compléte. Enfin, stériliser a I’aide de 1’autoclave a 121° C pendant 15 minutes.

1.7.  Milieu MRS (De Man, Rogosa et Sharpe)
1.7.1. Composition du milieu

Tableau V : Composition du milieu

Ingrédients gramme/litre
Peptone 10,00
Extrait de viande 10,00
Extrait de levure 5,00
Glucose 20,00
Polysorbate 80 1,00
Citrate d’ammonium 2,00
Acétate de sodium 5,00
Sulfate de magnésium 0,10
Sulfate de manganése 0,05
Phosphate di sodique 2,00

Avec I’agar égal a 15g a un pH de 6.5
1.7.2. Méthode de préparation du milieu
Pour 1L de gelose MRS on doit suspendre 68.2g, donc pour 500ml on divise la
quantité en deux donc on pése 34.1g/500ml. On le mélange bien avec 1’eau distillée jusqu’a
I’homogénéisation total. Puis, on le chauffe en méme temps il agit & 1’aide de la plaque

chauffante. Et a la fin, on le stérilise grace a I’autoclave pendant 15mn.


https://microbiologie-clinique.com/gelose-agar-agar.html

ANNEXES

ANNEXE 02

1. Etapes de coloration de Gram

1.1. Préparation d’un frottis

1. Prendre une lame et métre une goutte d’eau

2. Prélever une colonie isolée et 1’étaler sur lame (toute la surface)

3. Fixer les colonies a I’aide du bec bensun jusqu’a I’obtention d’un aspect
blanchéatre

4. Pour faire la coloration on a besoin de quatre solutions :
4.1. Cristal violet : 1mn (colore les Gram™ et Gram)
4.2. L’iode ou lugole : 1mn (intensification de la coloration donnée par cristal

violet)

4.3. L’alcool-acétone : 10s (décoloration des parois chez G)
4.4. Safranine ou Fushine : 1mn (donne une coloration rouge pour G)

5. ATaide d’un papier absorbant on séche la lame pour éliminer I’exces d’eau.

6. Observation microscopique a grossissement X 40 pour savoir leurs mobilité et leur
forme et mode d’association.

2. Etapes de test de la catalase
1. Avoir une lame stérile
2. Metre une goutte de H,O, sur la lame

3. Prélevé une colonie isolé et la déposer sur la goutte de I’eau oxygénée

3. Photos des milieux de culture

Gélose nutritif Gélose nutritif molle Gélose EMB
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Gélose Hecktoen Gélose Chapman Gélose MRS

Bouillon MRS Bouillon nutritif Bouillon Chapman






Résumé

Les bactéries lactiques sont réputées par leur propriété technologique et antibactérienne
qui leur permette une utilisation dans le domaine agro-alimentaire 1’origine des produits utilisées
dans notre étude. Elles ont été isolées a partir des déférentes denrées alimentaires (lait, fromage,
camembert, yaourts) de la région de Bouira. Ces derniéres ont été purifiées et identifiés par des
tests phenotypiques (aspect des colonies, coloration de Gram) et biochimiques (la catalase).
Aprés notre recherche on a observée que la flore lactique contiennent principalement des
Lactobacilles puisque elles sont été isolées sur milieu MRS (gélose et bouillon). Par la suite, les
souches appartenant aux différents genres de bactéries lactiques ont testés pour leur activité
antibactérienne vis-a-vis des souches pathogénes. Les souches de bactéries lactiques montrent de
bonne activité antibactérienne vis-a-vis des souches pathogenes testées : Staphylococcus aureus
et salmonella avec la zones d’inhibition la plus importante de 40 mm contre Staphylococcus et
un diameétre de 27 mm contre Salmonella dans le lait cru de chévre. Dans le yaourt le meilleur
zone d’inhibition et de 8 mm vis-a-vis Staphylococcus aureus et deux diameétres de 20 mm
contre Salmonella.

Mots clés : Bactéries lactiques. Antimicrobienne. Lait cru. Yaourt. Camembert. Fromage.
Abstract

Lactic acid bacteria are renowned for their technological and antibacterial property which
allows them to be used in the food industry, the origin of the products used in our study. They
were isolated from various foodstuffs (milk, cheese, camembert, yoghurts) from the Bouira
region. The latter were purified and identified by phenotypic (appearance of colonies, Gram
staining) and biochemical (catalase) tests. After our research, we observed that the lactic flora
mainly contains Lactobacilli since they were isolated on MRS medium (agar and broth).
Subsequently, strains belonging to different genera of lactic acid bacteria were tested for their
antibacterial activity against pathogenic strains. The strains of lactic acid bacteria show good
antibacterial activity against the pathogenic strains tested: Staphylococcus aureus and salmonella
with the largest zone of inhibition of 40 mm against Staphylococcus and a diameter of 27 mm
against Salmonella in raw milk Goat. In yogurt the best zone of inhibition is 8 mm against
Staphylococcus aureus and two diameters of 20 mm against Salmonella.

Keywords: Lactic acid bacteria. Antimicrobial. Raw milk. Yogurt. Camembert. Cheese.
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