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Résumé
Les bactéries lactiques sont des micro-organismes bénéfiques, véritables micro-

usines biologiques capables de transformer les sucres en acide lactique. Elles conférent aux
aliments fermentés leur goQt caractéristique tout en contribuant a la santé intestinale et au
renforcement du systeme immunitaire. Dans le cadre de cette étude, nous sommes intéressés
a I’isolement et a la caractérisation de souches de bactéries lactiques capables de produire
des substances a activité antimicrobienne, ainsi qu’a 1’évaluation de leur pouvoir inhibiteur
vis-a-vis de certaines bactéries pathogenes. Pour cela, trois souches de bactéries lactiques
ont éte isolées et purifiées sur milieu MRS a partir de lait cru de chevre et de vache, préleve
dans deux régions différentes de la wilaya de Médéa (Kwale, ben chakw). Les isolats ont été
identifiés et testés pour leur activité antagoniste. Ils ont été affiliés aux genres Enterococcus
sp, Pediococcus sp. Et Leuconostoc sp. Sur la base des résultats de la coloration de Gram,
des tests a la catalase et a I’oxydase, ainsi que des analyses biochimiques et physiologiques
(croissance a différentes températures : 30 °C, 37 °C et 45 °C ; croissance a des
concentrations de NaCl de 2 %, 4 % et 6,5 % ; et a des pH acides et basiques : pH 4 et pH
9,6). Le test de fermentation du mannitol a également contribué a I’identification des trois
isolats : S1 (Enterococcus sp.), S2 (Pediococcus sp.), et S3 (Leuconostoc sp.). L’étude de
I’activité antibactérienne vis-a-vis de germes pathogénes a Gram positif et Gram négatif a
été réalisée par contact direct entre les souches productrices et les souches indicatrices
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella
pneumoniae). La recherche de la production de bactériocines a été effectuée par la méthode
de diffusion sur disque. Les résultats ont révélé un fort pouvoir inhibiteur des trois souches
lactiques contre E. coli, S. aureus et K. pneumoniae, mettant en évidence leur potentiel en
tant qu’agents naturels de Bioconservation. En revanche, aucune activité antimicrobienne
n’a été observée contre Pseudomonas aeruginosa. Ces travaux pourront ainsi contribuer a
promouvoir une alimentation plus saine et naturelle, tout en renforcant le réle préventif de

la microbiologie dans nos systémes alimentaires.

Mots clés: Les bactéries lactiques, Lait de chevre, Lait de vache, bactéries

pathogénes, 1’activité antibactérienne, Enterococcus sp., Pediococcus sp., Leuconostoc sp.
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Abstract
Lactic acid bacteria (LAB), beneficial microorganisms that act as true biological

micro-factories, capable of converting sugars into lactic acid. They impart the characteristic
flavor to fermented foods while promoting gut health and strengthening the immune system.
In this study, we focused on the isolation and characterization of LAB strains capable of
producing antimicrobial substances and evaluated their inhibitory activity against selected
pathogenic bacteria. Three LAB strains were isolated and purified on MRS medium from
raw cow and goat milk samples collected from two different regions of the Médéa province
(The kuwala bin shakaw ). The isolates were identified and assessed for their antagonistic
properties. Based on Gram staining, catalase and oxidase tests, as well as biochemical and
physiological analyses (growth at 30 °C, 37 °C, and 45 °C; tolerance to NaCl concentrations
of 2%, 4%, and 6.5% and growth at pH 4 and pH 9.5), the strains were affiliated with the
genera Enterococcus sp., Pediococcus sp., and Leuconostoc sp. Additionally, mannitol
fermentation tests supported the identification of the three isolates : S1 (Enterococcus sp.),
S2 (Pediococcus sp.), and S3 (Leuconostoc sp.). The antibacterial activity of the LAB strains
was evaluated against both Gram-positive and Gram-negative pathogenic bacteria
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, and Klebsiella
pneumoniae) by direct contact between the producer and indicator strains. The production
of bacteriocins was assessed using the disk diffusion method. The results revealed strong
inhibitory effects of all three LAB strains against E. coli, S. aureus, and K. pneumoniae,
underscoring their potential as natural biopreservatives. However, no antimicrobial activity
was observed against P. aeruginosa. This study may therefore contribute to promoting a
healthier and more natural diet while reinforcing the preventive role of microbiology in
modern food systems.

Keywords: Lactic acid bacteria, Goat milk, Cow milk, Pathogenic bacteria,

Antibacterial activity, Enterococcus sp., Pediococcus sp., Leuconostoc sp.
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ADN : Acide Désoxyribonucléique.

ARNr : Acide ribonucléigue ribosomique.
ATCC: American Type Culture Collection.
ATP : Adénosine triphosphate.

°C : Degré Celsius.
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Introduction Générale

Le lait constitue un composant important de la nutrition humaine. Il s'agit d'une
ressource essentielle en calcium, phosphore, riboflavine, vitamine B12 et en protéines de
premier choix, méme s'il ne couvre pas tous les besoins nutritionnels de l'alimentation
humaine (Kaan et al., 2007). De plus, il offre un milieu favorable a la multiplication des
germes. S’il est prélevé dans de bonnes conditions, le lait cru contient peu de micro-

organismes (103 micro-organismes par ml) (MENAD, 2017).

Les micro-organismes de catégorie alimentaire, appelés bactéries lactiques, jouent
un role crucial dans la fermentation des matieres premiéres d'origine animale et végétale.
Elles occupent des niches écologiques extrémement diversifiées. Leur aptitude a fermenter
les glucides, et de fagon moins prononcée a décomposer les protéines et les graisses, conduit
a la production d'une vaste variété de composés tels que : les acides organiques, les peptides,
les substances antimicrobiennes et aromatiques, ainsi que les exopolysaccharides. Ces
métabolites peuvent influencer les propriétés organoleptiques, technologiques et
nutritionnelles des aliments fermentés (Mozzi et al., 2010).

Ces micro-organismes produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes, tels que les acides organiques, le peroxyde d'hydrogéne et les
bactériocines (Dortu et Thonart, 2009). Ces peptides antimicrobiens ont la capacité
d'inhiber la croissance des germes pathogénes et peuvent produire des effets positifs et
bénéfiques pour la santé. Ces dernieres participent a la prévention et a la guérison des
infections et des maladies provoquées par les micro-organismes pathogenes, en
encourageant une balance saine au sein du microbiote intestinal (Stavropoulou et
Bezirtzoglou, 2020).

Cette étude vise a isoler et a identifier des souches de bactéries lactiques capables de
produire des substances a activité antimicrobienne, et a évaluer leur pouvoir inhibiteur contre

certaines bactéries pathogenes.
Pour réaliser cette étude, nous suivrons un plan constitué de trois chapitres :

e Le premier chapitre est consacré aux caractéristiques morphologiques et
physiologiques des bactéries lactiques, au travers de I’étude de leur métabolisme, de
leur classification, ainsi qu’a une présentation de 1’intérét des bactéries lactiques dans

les industries alimentaires.
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Le deuxieme chapitre, intitulé « Les composés antibactériens produits par les
bactéries lactiques : fonctions et effets bénéfiques sur la santé », abordera les

différentes substances antimicrobiennes produites et leurs réles.

Le troisieme chapitre, on parle de la définition générale du lait, et basé sur le lait de
vache et de chévre (la composition, les critéres organoleptiques, les caractéres

physico-chimiques, les caractéristiques microbiologiques).

Dans cette partie expérimentale, I’isolement et la purification des souches des
bactéries lactiques ont été réalisés a partir d’échantillons de lait de chévre et de vache,
collectés dans deux régions differentes de la wilaya de Médéa.
Nous avons également eévalué leur activité antimicrobienne en testant leur efficacité
contre certaines souches pathogenes, afin d’identifier les souches capables de

produire des substances a effet antimicrobien.
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Chapitre | Les bacteries lactiques

1. Définition des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes procaryotes, hétérotrophes et
chimio-organotrophes, hétérogénes, présentant des caractéristiques morphologiques,
physiologiques et métaboliques variées. Elles regroupent des bactéries a coloration de Gram
positif, généralement immobiles et non sporulées. Elles ne possédent ni catalase, ni nitrate
réductase, ni oxydase. Elles peuvent avoir une forme de batonnets ou de coques (Drouault
et Corthier, 2001 ; Drider et Prévost, 2009).

Les bactéries lactiques sont largement répandues dans la nature et sont fréeqguemment
isolées d’environnements riches en matiéres organiques, telles que les végétaux en
décomposition. On retrouve également des représentants de ce groupe dans les tractus
gastro-intestinaux et urogénitaux des mammiferes (Saad, 2010).

Les bactéries lactiques regroupent 13 genres, dont : Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Bifidobacterium, Carnobacterium,
Oenococcus, Weissella, Aerococcus, Tetragenococcus et Vagococcus (Dortu, 2009).
Certaines bactéries lactiques sont considérées comme des pathogenes opportunistes
(Mechai, 2009).

2.Historique

Les lactobacilles sont des bactéries treés anciennes, antérieures méme a 1’apparition
des cyanobactéries (Drider et Prévost, 2009). Ils représentent aujourd’hui le deuxiéme
marché mondial de production de biomasse, apres la levure (Tailliez, 2001). Ils sont utilisés
pour fermenter de nombreux aliments, tels que le fromage et le lait fermenté (Saloff-Coste,
1994).

Le terme « bactéries lactiques » désigne les bactéries impliquées dans la fermentation
des aliments humains et animaux. La premiére culture pure était des Bacterium lactis —
probablement des Lactococcus lactis (Nahal A., 2015). En 1904, Metchnikoff a isolé le «
bacille bulgare » (Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus) du yaourt. L’idée a été
développée selon laquelle les bactéries du lait fermenté ont un effet bénéfique sur la santé
(Abdel Basset, 2009).
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3.  Caracteres généraux

3.1 Caracteres morphologiques

Les bactéries lactiques sont des bactéries a Gram positif, non pigmentées, immobiles
et non sporulantes (Ho et al., 2007). Elles forment un groupe hétérogene composé de coques
et de bacilles ou batonnets (Badis et al., 2005 ; Khalisanni, 2011).

e Les coques (cocci) sont des sphéres plus ou moins ovoides, de 0,5 a 1,5 um de
diametre, dont la division peut engendrer des paires, des tétrades, des chainettes ou
des amas. Ce sont des bactéries non sporulées et immobiles.

o Les bacilles sont des bactéries en forme de batonnets, qui peuvent avoir différents
aspects. A coté des batonnets droits classiques, on peut trouver des coccobacilles ou
de longues chaines de bacilles. Le batonnet peut s’incurver dans certains cas ou
s’allonger en filaments. Ils mesurent de 0,5 a 2 pm de diamétre et de 1,5 a environ

10 um de long (Hermier et al., 2009).

3.2 Caracteres physiologiques et biochimiques
Les bactéries lactiques sont hétérotrophes et chimio-organotrophes (Klein et al.,
1998 ; Badis et al., 2005). Elles tolerent des pH acides, ne possedent pas de catalase et ont

un métabolisme anaérobie strict ou aérotolérant (Hardie et Whiley, 2009).

Pour les bactéries lactiques, la température optimale de croissance varie selon les
genres (Stiles et Holzapfel, 1997).

La plupart des bactéries lactiques sont génétiquement équipées pour avoir un
métabolisme respiratoire, mais elles sont incapables de respirer en I'absence d’héme dans le
milieu (Lechardeur, 2011). L'heme est un cofacteur indispensable au cytochrome oxydase,

le dernier accepteur d’électrons de la chaine respiratoire (Kang, 1989).

3.3 Caracteres immunologiques

Les bactéries lactiques peuvent étre sensibles a leurs propres substances de défense,
comme la bactériocine. Elles se prémunissent a 1'aide d'une protéine qualifiée « d’immunité
». C’est une lipoprotéine d’immunité codée par le géne Lanl. Cette protéine s’attache a la
surface externe de la membrane et interagit avec la bactériocine afin d’empécher son
insertion dans la membrane et, ainsi, la formation de pores. La structure de ces protéines est
tres variable (Dortu, 2008).
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4. Habitat

Les bactéries lactiques sont trés courantes dans la nature (Mechai, 2009) et vivent
libres dans I’environnement ou en association avec un hote, comme les humains ou les

animaux (Klein, 1998).

Elles peuvent étre isolées du lait, du fromage, de la viande ou des plantes. Elles se
développent avec les levures dans le vin, la biére et le pain (Leveau et Bouix, 1993 ; Hassan
et Frank, 2001).

Plus récemment, leur utilisation a permis d’améliorer les propriétés nutritionnelles et

les qualités sanitaires des aliments (Federighi, 2005).

Par exemple, elles sont essentielles a la production de produits laitiers fermentés tels

que le yaourt et le fromage, ainsi qu’a celle de produits carnés tels que le salami (Yu et al.,

2020).

5. Identification des bactéries lactiques

Il existe plusieurs critéres permettant d’identifier les bactéries lactiques au niveau
phénotypique : la forme des cellules bactériennes, le genre bactérien (coques ou batonnets),
la température de croissance, la fermentation des sucres, ainsi que les activités

physiologiques et biochimiques (Wood, 1995).

Les premiers a proposer une clé d’identification des bactéries lactiques, basée sur la
comparaison des caractéristiques physiologiques et biochimiques typiques de différentes

especes, furent Schillinger et Locke (Schillinger et al., 1989).
6. Classifications des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont de tres anciens micro-organismes, découverts dans des
sédiments datant de 2,75 milliards d’années, avant 1’apparition de I’oxygeéne dans
I’atmosphére. Cela pourrait expliquer leur caractére anaérobie. Elles sont apparues avant les

cyanobactéries photosynthétiques (Drider et Prévost, 2009).
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Les critéres de description des bactéries incluent des critéres phénotypiques, tels que :

o Lamorphologie (basée sur la composition de la paroi cellulaire bactérienne, incluant
la nature des acides gras, tels que I’acide lactobacillique et les acides gras insaturés).

e Le mode de fermentation du glucose.

e Lacroissance a différentes températures.

o L’isomere de l'acide lactique produit.

o La fermentation des différents hydrates de carbone (Boumediene, 2013 ; Liu et al.,
2003).

Les critéres génotypiques incluent :

o Laméthode de référence, qui est I’hybridation ADN-ADN.
e Le séquencage du géne codant pour I’ARNr 16S.
o La détermination du pourcentage de G + C, qui fut la premiére méthode basée sur

’utilisation de ’ADN dans la taxonomie.

La morphologie est considéree comme la caractéristique clé pour décrire et classifier
les genres des bactéries lactiques. De ce fait, les bactéries lactiques peuvent étre divisées
arbitrairement en bacilles (Lactobacillus et Carnobacterium) et en coques (tous les autres
genres). Le genre Weissella, récemment décrit, est le seul genre qui comporte a la fois des
bacilles et des coques (Collins et al., 1993 ; Ho et al., 2007).

Lb. delbrueckii group

We:ssclla/

Lb.casei-
Pediococcus
group

Leuconostoc

Oenococcus

Tetragenococcus Lacto-
Vago- coccus
coccus /
Entero-
coccus
/ Strepto-
Carno- coccus
bacterium

" il Bacillus
™ Staphylococcus
Aero- Listeria

CoCCcus

Figure 01 : Arbre phylogénique des bactéries lactiques (Axelsson, 2004).
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6.1 Les principaux genres des bactéries lactiques

6.1.1 Le genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus, appartenant a la famille des Lactobacillaceae, est I’un des
plus importants parmi les bactéries lactiques, avec 96 espéces et 16 sous-especes adaptées a

des environnements spécifiques (De Vos et al., 2009).
Il est divisé en trois groupes selon leur type de fermentation :

o Groupe | (Thermobacterium) : homofermentaires stricts, thermophiles, produisent
uniquement de 1’acide lactique a partir des hexoses.

o Groupe Il (Streptobacterium) : hétérofermentaires facultatifs, mésophiles, produisent
principalement de I’acide lactique, mais aussi d’autres composés selon le substrat.

o Groupe Il (Betabacterium) : strictement hétérofermentaires, produisent de 1’acide
lactique, de 1’acide acétique (ou de 1’éthanol) et du CO: (Bottazzi, 1988).

Grace a leur diversité, les Lactobacillus se trouvent dans divers milieux : bouche, intestins,

organes génitaux, aliments végétaux, produits laitiers, viandes et poissons (Novel, 1993).
6.1.2 Le genre Streptococcus

Les streptocoques sont des bactéries Gram positif, en forme de coques, non mobiles,
appartenant a la famille des Streptococcaceae. Elles sont anaérobies ou aérotolérantes, et
certaines espéces sont sporulées et capsulées. Streptococcus thermophilus est une espéce
alimentaire bien connue (Delorme et al., 2010).

Le genre Streptococcus est divisé en trois groupes :

o Les streptocoques oraux : ils constituent une partie importante de la microflore
normale de la cavité buccale et des voies respiratoires supérieures chez I’Homme.
Parmi eux, S. mutans est un agent étiologique des caries dentaires.

o Les streptocoques pyogenes : ce groupe comprend des especes pathogenes comme
S. agalactiae et S. pyogenes. L’espéce S. pneumoniae est également incluse dans ce
groupe.

o Les autres streptocoques : ce groupe regroupe diverses especes aux caractéristiques
variées (Axelsson, 2004 ; Hardie et Whiley, 2006).

9
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6.1.3 Leuconostoc, Oenococcus et Weissella

Les espéces de ces genres sont des bactéries mésophiles, en forme de coques
lenticulaires, disposées en paires ou en chainettes. Elles ont un métabolisme
hétérofermentaire, produisant de ’acide lactique D, du CO: et de 1’éthanol. Certaines
peuvent synthétiser du dextrane en présence d’un milieu riche en saccharose (Johanna et

Holzapfel, 2006).

Les Leuconostoc ont la capacité de dégrader le citrate du lait et d’en former du
diacétyl. L’espéce Leuconostoc mésentéroide ssp. Cremoris est largement utilisée dans
I’industrie laitiere (Axelsson, 2004). L’ espéce Leuconostoc oenos se distingue par une plus
grande tolérance a 1’acidité, pouvant croitre a un pH initial de 4,8. Cette caractéristique a

conduit & son intégration dans un nouveau genre : Oenococcus (Hutkins, 2006).

Le genre Weissella a été décrit pour la premiere fois par Collins et al. (1993). Chez
les especes de ce genre, un polymorphisme cellulaire est observé, allant de la forme
sphérique a la forme lenticulaire (Stiles et Holzapfel, 1997).

Plusieurs caractéristiques physiologiques et biochimiques différencient le genre

Leuconostoc du genre Weissella, notamment :

o L’hydrolyse de I’esculine.
« Les conditions de croissance (pH et température).
o La fermentation des sucres (Axelsson, 2004 ; Johanna et Holzapfel, 2006).

6.1.4 Le genre Enterococcus

Le genre Enterococcus comprend inclut notamment des espéces autrefois connues
sous le terme de streptocoques fécaux, telles que Enterococcus faecalis et Enterococcus
faecium. Il se caracterise par un développement a 10°C et 45°C et la capacité de croitre en
présence de 6,5 % de chlorure de sodium et d'un pH de 9,6 (Tamime, 2002).

Il s'agit de bactéries Gram-positives, anaérobies facultatifs, de forme ovale. Elles
peuvent apparaitre sur les frottis sous forme de chaines courtes, de paires ou de cellules

individuelles, comme les streptocoques (Murray, 1990).
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Figure 02 : Enterococcus faecalis au microscope électronique (Wallace et al, 2003).

6.1.5 Le genre Bifidobacterium

Cette espece s'ajoute aux lactobacilles en raison de la similitude entre leurs propriétés
physiologiques et biochimiques, grace a leur présence dans le méme habitat écologique
(Felis ,2007).

Ce sont des bactéries en forme de béatonnet, Gram-positives, catalase (-), non
sporulées, anaérobies, non mobiles. Les bactéries peuvent étre isolées sous forme de

batonnets, en groupes, en paires ou en forme de V (Lansing et al., 2003).

L'habitat principal de ce genre est le tractus gastro-intestinal des humains et des
animaux (Butel, 2014).

Figure 03 : Bifidobacterium ssp (Wallace et al., 2003).
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6.1.6 Le genre Pediococcus et Tetragenococcus

Le genre Pediococcus est une cocci homofermentaire, caractérisé par sa formation

en tétrades. 1l est mésophile (Simpson et Taguchi, 1995).

Certaines especes different par leur capacité a développer des compétences trés
élevées, comme Pediococcus halophilus, également appelé Tetragenococcus halophilus et
Tetragenococcus muriaticus (Pilet et al., 2005), qui se caractérisent par leur aptitude a
croitre en présence de 18 % de chlorure de sodium (Stiles et Holzapfel, 1997).

Figure 04 : Pediococcus au microscope électronique (Wallace et al., 2003).

7. Métabolisme des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont considérées comme des organismes utiles, mais leurs besoins
en acides aminés varient considérablement entre les especes, et parfois entre les souches d'une
méme espece (Lysiane,2012).

La conversion des sucres en acide lactique est la principale voie métabolique qui fournit
de I’énergie aux bactéries lactiques. Ces transformations participent également a la production
d’une grande quantité de molécules qui conféerent certaines propriétés sensorielles aux produits
finaux (Avagodo, 2004).
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7.1. Le métabolisme des sucres

Le processus de fermentation des sucres se déroule essentiellement en trois étapes :

1. Le transport du sucre a travers la membrane cellulaire ;
2. Le métabolisme intracellulaire du sucre ;

3. La formation et I'expulsion des métabolites finaux hors des cellules.

Les bactéries lactiques utilisent principalement lI'une des deux principales voies de
métabolisme du sucre : la voie homogéne d’Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) et la voie

hétérogéne (voies des pentoses et des phosphates) (Hadef, 2012).

7.1.1. La voie homofermentaire

Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent des especes de Lactococcus
et certaines especes de Lactobacillus.

Dans des conditions de croissance idéales, cette voie entraine la production de deux
molécules de lactate et de deux molécules d’ATP pour chaque molécule de glucose
consommeée (Thompson et Gentry-Weeks, 1994). La fructose-1,6-bisphosphate aldolase
(FBA) est une enzyme clé présente dans tous les types d'homofermentation et est essentielle
au fonctionnement de la voie (Mozzi, 2010).

7.1.2. La voie hétérofermentaire
Communément appelée voie des pentoses phosphates (transcétolase), elle se produit

chez les especes appartenant a la famille des Lactobacillus et chez les Leuconostoc
(Makhloufi,2011).

Il existe d’autres types de fermentations, telles que la fermentation malolactique, moins
connue, qui est principalement utilisée par Oenococcus oeni (O. oeni) pour la

désacidification du vin (Zaunmdller et al., 2006).

7.2.  Métabolisme du citrate

Le citrate est un intermédiaire clé du cycle des acides tricarboxyliques, jouant un role
central dans le métabolisme énergétique et la synthése des acides aminés. Certaines bactéries
lactiques, comme Lactococcus lactis ssp. Lactis biovar diacetylactis, métabolisent le citrate
en co-métabolisme avec le lactose, produisant du diacétyle, de 1’acétoine et du CO-, ce qui

améliore I’arome et la texture des produits laitiers (Bekhouche, 2006 ; Drider et Prévost,
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2009 ; Desmazeaud,983).

Le transport du citrate dans la cellule est assuré par une citrate perméase, une enzyme
inductible. Toutefois, ce transport n’est pas induit par le citrate lui-méme, mais par I’acidité
issue du co-métabolisme lactose-citrate. Une fois dans la cellule, le citrate est converti en
oxaloacétate et acétate, puis 1’oxaloacétate est transformé en pyruvate et CO.. Le pyruvate
suit ensuite diverses voies métaboliques selon les conditions (Desmazeaud, 1983 ; Konings
et al., 1989 ; Luka¢ et al.,, 2001 ; Hugenholtz, 1993 ; Garcia-Quintans et al., 1998).
Le transport du citrate est plus actif en milieu acide, et il est couplé a I’expulsion du lactate,

ce qui aide les cellules a résister au stress acide (Axelsson, 2004 ; Raynaud, 2006).

7.3. Métabolisme azoté

La protéolyse est le processus biochimique le plus important chez les bactéries
lactiques. Elle est essentielle au développement de la saveur et de la texture des aliments
fermentés. La dégradation des caséines par des enzymes (protéinases et peptidases) libére
des peptides et des acides aminés, qui sont ensuite transformés en alcools, aldéhydes, acides

et esters, contribuant aux ardémes spécifiques des produits fermentés (Benmouna, 2019).
Trois grandes étapes peuvent étre distinguées dans le processus de nutrition azoteée :

1. La protéolyse extracellulaire : elle permet la dégradation des protéines en peptides
plus petits.
2. Le transport des acides aminés et des peptides dans la bactérie.
3. La protéolyse intracellulaire : une fois a I’intérieur de la cellule, les acides aminés
issus de la protéolyse peuvent étre :
o Ultilisés directement pour la synthese protéique ;

o Catabolisés pour fournir de 1’énergie a la bactérie ;

Transformés en molécules aromatiques telles que les aldéhydes, les acides et les alcools
(Kassas, 2017).
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Tableau 01 : Systémes de transports d’acides aminés identifiés chez les BL (Kassas, 2017).

Transporteur (moteur énergétique) Acides aminés transportés
Alanine, Glycine
Thréonine, Sérine

Isoleucine, Leucine, Valine

Tyrosine, Phénylalanine
Méthionine
Histidine
Lysine
ABC-transporteur (hydrolyse de I’ATP) G|utamine’ Glutamate
Asparagine

Proline, glycin-bétaine

Antiport (gradient de concentration) Arginine/Ornithine

Glutamate/y-aminobutyrate

7.4. L’activité lipolytique

Les bactéries lactiques, bien qu’ayant une faible activité lipolytique comparée a
d'autres bactéries, jouent un réle important dans I'industrie laitiere grace a leur capacité a
transformer les acides gras par diverses réactions (isomérisation, hydratation,
déshydratation, saturation). Leur activité contribue a la saveur des produits laitiers fermentés
(Ogawa et al., 2005 ; Kalagridou-Vassiliadou, 1984).

Les estérases de ces bactéries, comme celle de Lactococcus lactis, peuvent
hydrolyser les matiéres grasses, surtout aprés une action préalable d’autres enzymes
(Holland et al., 2004). Ces estérases présentent trois caractéristiques principales

*Elles préferent les esters a chaines courtes (C4-C6).

* Elles sont inhibées par des inhibiteurs des enzymes a sérine, indiquant leur appartenance a
la famille des hydrolases.

* Elles sont généralement intracellulaires.

Ces enzymes jouent un rdle clé dans le développement de la flaveur des produits
fermentés (Atlan et al., 2008).
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1. Les composés antibactériens produits par les bactéries lactiques

> Les acides organiques

Les principaux produits du metabolisme des bactéries lactiques sont des acides
organiques, qui sont produits soit par la voie d’homofermentation, soit par la voie
d’hétérofermentation (Liu, 2003).

Les principaux acides produits sont : I’acide lactique, 1’acide acétique et 1’acide
propionique (Zhitnitsky et al., 2017). lls provoquent un pH bas qui inhibe de nombreux
micro-organismes (Schnirer et Magnusson, 2005).

L’effet inhibiteur de ces acides organiques est principalement provoqué par les
molécules non dissociées, qui diffusent a travers les couches lipidiques des membranes des
micro-organismes, provoquant ainsi un abaissement du pH dans le cytoplasme, ce qui a

pour conséquence la déstabilisation des cellules (Zhitnitsky et al., 2017).

> Le peroxyde d’hydrogéne
Le peroxyde d’hydrogene est, depuis longtemps, reconnu comme un agent majeur de

I’activité antimicrobienne des bactéries lactiques, en particulier celle des lactobacilles

(Price et Lee, 1970).

Les bactéries lactiques ne possedent pas de catalase typique contenant un noyau heme
pour dégrader le peroxyde d’hydrogéne en oxygéne et en eau (Dorti, 2008). 1l peut donc
s’accumuler et étre inhibiteur de différents micro-organismes par 1’oxydation des lipides

membranaires et la destruction des structures des protéines cellulaires (Zalan et al., 2005).

> Les acides gras
L’activité antimicrobienne des acides gras a ¢été identifiée il y a plusieurs années.
Les acides gras insaturés présentent une activité contre les bactéries Gram-positives, et

I’activité antifongique des acides gras dépend de la concentration, de la composition et du

pH du milieu (Gould, 1991).

> Dioxyde de carbone (CO»)

Les bactéries lactiques hétérofermentaires produisent du dioxyde de carbone (COx)
comme metabolite secondaire. L'accumulation de ce gaz dans le milieu extérieur entraine

des conditions anaérobies, ce qui peut étre toxique pour les micro-organismes aérobies

17



Chapitre 11 Activité antimicrobienne des bactéries lactiques

présents dans les aliments. Cependant, a de faibles concentrations, le CO: peut également

favoriser la croissance de certaines bactéries (Singh, 2018).

> Acétaldéhyde

A des concentrations allant de 10 & 100 ppm dans les produits laitiers, I'acétaldéhyde
inhibe le développement de Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium et E. coli
(Desmazeaud M., 1992).

> Bactériocines

Le terme « bactériocine » fut utilisé pour la premiére fois en 1964 par André Lwoff,
médecin et biologiste francais (Dillenseger, 2019), qui les définit comme des protéines ou
des complexes de protéines (Dortu et Thonart, 2009 ; Xie et al., 2011).
Ces protéines biologiquement actives, codées par des génes et synthétisées au niveau des
ribosomes, sont sécrétées dans le milieu extracellulaire grace a un systeme de transfert
specifique (Khalil et al.,2009 ; Tabasco et al., 2009).

Elles présentent une activité inhibitrice ciblant spécifiquement les bactéries
phylogénétiquement proches de la souche qui les produit. Leur spectre d'action est

généralement restreint.

Ces derniéres années, elles ont fait I'objet de nombreuses recherches et sont désormais
considérées comme l'une des meilleures solutions pour la biopréservation des aliments
(Deegan et al., 2006 ; Dortu et Thonart, 2009 ; Tamime et al., 2006).

2. Fonctions et effets benefiques des bactéries lactiques

> Activité acidifiante

L’activité acidifiante des bactéries lactiques est une fonction métabolique essentielle.
Elle provient de la conversion du lactose (ou d’autres sucres) en acides organiques,
entrainant ainsi I’acidification du milieu. Cette acidification favorise la coagulation du lait
et limite le développement des micro-organismes indésirables (Montel et al., 2005 ;
Corrieu et Luquet, 2008).
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» Activité aromatisante

Les bactéries lactiques peuvent produire de nombreux composés aromatiques,
principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés et des matieres grasses
(Corrieu et Luquet, 2008). Lactococcus lactis subsp. Lactis et Lactococcus lactis subsp.

Cremoris conférent au lait fermenté un aréme caractéristique.

> Propriétés texturantes

Plusieurs bactéries lactiques peuvent produire des exopolysaccharides (EPS), des
sucres complexes sécrétés a I’extérieur de leur paroi cellulaire. Ces EPS peuvent rester
attachés a la cellule sous forme de capsule ou étre libérés dans I’environnement sous forme
de gomme. Cette capacité est surtout utilisée pour améliorer la texture et les qualités
organoleptiques des produits laitiers fermentés (Devoyod et Poullain, 1988).
> Effets sur le systéeme immunitaire

Des recherches suggerent que les lactobacilles peuvent étre utilises pour la stimulation
immunitaire, afin de renforcer les premiéres lignes de défense contre les agents pathogenes
envahissants (Yeuh et al., 2012).

2.1 Bioconservation et biopréservation

2.1.1 Bioconservation des aliments

Les bactéries lactiques (LAB) jouent un r6le clé dans la transformation des aliments
grace a leurs propriétés technologiques et bénéfiques pour la santé. Elles améliorent la
texture, la saveur et la valeur nutritive des aliments tout en prolongeant leur conservation.
Cette action est due a la production de composés comme I’acide lactique, les vitamines, les
exopolysaccharides et surtout les bactériocines, qui inhibent les micro-organismes
indésirables. Ces propriétés expliquent leur large utilisation dans [I’industrie
agroalimentaire (Yulma et al., 2024).

2.1.2 Biopréservation des aliments

Les additifs chimiques, comme les nitrites ou les acides organiques, sont souvent
utilisés pour conserver les aliments. Toutefois, les bactéries lactiques représentent une
alternative naturelle efficace grace a leur activité antimicrobienne, permettant de limiter les
contaminations microbiennes (Lucke,2000).

Les bactéries lactiques produisent plusieurs substances antimicrobiennes, comme des

acides organiques, du dioxyde de carbone, du peroxyde d’hydrogéne, du diacétyle, de
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I’éthanol et des bactériocines. Par exemple, 1’acide acétique améliore I’arome des aliments
tout en empéchant la contamination des levains par les moisissures (Messens et De Vuyst,
2002).

Les bactéries lactiques (BL) se distinguent par leur capacité a produire des
bactériocines, des peptides antimicrobiens qui contribuent a la conservation des aliments.
Cette production sur place renforce a la fois la compétitivité des souches productrices et
I'efficacité des méthodes de biopréservation (Vogel et al., 1993 ; Ross et al., 2000).

3. L’intérét des bactéries lactiques sur la santé

Les bactéries lactiques sont utilisées dans de nombreux secteurs d’activité, notamment
dans I’agriculture, la santé et 1’industrie agroalimentaire (Stiles et Holzapfel, 1997).
En tant que probiotiques (Yateem et al., 2008), leur importance pour la santé humaine a
été proposeée pour la premiere fois au début du XXe siécle, en 1907, par le scientifique russe
Metchnikoff (Metchnikoff, 1907).

En 2001, un comité d’experts de 1’Organisation des Nations Unies pour I’alimentation
et ’agriculture (FAO) et de 1’Organisation mondiale de la santé (OMS) a défini les
probiotiques comme des micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en

quantité adéquate, ont un effet bénéfique sur la santé de I’hote (Shehata et al., 2016).

Les bactéries lactiques participent au contréle des infections intestinales (Herich et
Levkut,2002).

Uehara et al. (2006) ont démontré la capacité des souches de Lactobacillus crispatus,
utilisées sous forme de suppositoires, a prévenir la colonisation vaginale par des bactéries
et a éliminer les agents pathogenes.

D’autres auteurs ont mentionné leur capacité a réduire les allergies alimentaires grace
a leur activité protéolytique (EI-Ghaish et al., 2011).

Jiang et al. (1996) ont démontré que la consommation de lait contenant des souches
de Bifidobacterium longum réduit les symptdmes de malabsorption du lactose chez
I’homme, en raison d’une sécrétion accrue de béta-galactosidase.

Les bactéries les plus couramment utilisées comme probiotiques sont Lactobacillus et
Bifidobacterium (Khan et Ansari, 2007).
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4. Effet inhibiteur des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (LAB) inhibent la croissance d’un large éventail d’agents
pathogeénes intestinaux chez ’homme et 1’animal, tels que Lactobacillus, Streptococcus
thermophilus et les Bifidobactéries (P.D. Mldolo et al., 1995).

Elles produisent de nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes, tels que
les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de carbone, la reutérine, le
diacétyle et les bactériocines (Rodgers, 2001), ainsi que des composés antifongiques

(Lavermicocca et al., 2000).
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1. Définition du lait

Le lait a été defini en 1908 lors du Congrés international pour la répression de la
falsification & Genéve comme « le produit intégral de la traite complete et continue d'une
femelle laitiére saine, nourrie et non stressée. Le lait doit étre collecté de maniére propre et

ne doit pas contenir de colostrum » (Pougeon, 2001).

D’aprés Aboutayeb (2009), le lait est un liquide comestible, de couleur blanchétre a
jaunatre, opaque, de saveur légérement sucrée, de densité supérieure a celle de I'eau, avec

une odeur peu marquée mais reconnaissable.

Le lait est un élément essentiel de 1’alimentation humaine. C’est une source trés
importante de calcium, de phosphore, de riboflavine, de vitamine B12 et de protéines de

haute qualité, bien qu’il ne couvre pas a lui seul tous les besoins nutritionnels de 1’étre

humain (Kaan et al., 2007).
2 Définition du lait de chevre

Le lait de chévre est le liquide sécrété par la mamelle des chévres femelles de diverses
especes. Il est composé de différents éléments nutritionnels tels que 1’eau, les graisses, les

protéines, le lactose, les vitamines et les minéraux (Heinlein, 2004).

Il est reconnu pour contenir moins de lactose que le lait de vache, ce qui facilite sa
digestion chez les personnes intolérantes au lactose. De plus, le lait de chévre présente un
taux d’acidité plus €levé, ce qui aide a maintenir 1’acidité naturelle du corps et agit comme

un puissant antioxydant (Singh, Sharma et al., 2015).

Il est moins allergene et subit plus lentement la fermentation lactique que le lait de
vache. Le lait de chévre est un aliment de grande importance a 1’échelle mondiale. Il
contribue largement a 1’alimentation humaine dans les pays en développement

(Wehrmdller et Ryffel, 2007).
2.1 Les compositions du lait de chévre

Les compositions du lait de chévre, de vache et de femme varient (Park et al., 2007),

mais elles dépendent du régime alimentaire, de la race, de ’individu, du vélage, de la
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saison, de ID’alimentation, de la gestion, des conditions environnementales, de

I’emplacement, du stade de lactation et de I’état de santé de la mamelle (Alok et al., 2016).

Le lait de chévre contient divers nutriments utiles et importants pour les petits

ruminants ainsi que pour les humains (Getaneh et al., 2016).
e L’eau

L’eau est le constituant le plus important du lait (FAO, 2002), et elle rend le milieu trés
favorable au développement des micro-organismes. L’cau liée est fortement associée aux
protéines, a la membrane des globules gras et a certains sels minéraux ; elle n’est pas
affectée par les procédés classiques de transformation et n’intervient pas dans les réactions

chimiques, physiques ou enzymatiques (Vignola et al., 2002).
e Lamatiere grasse

La matiére grasse existe dans le lait sous forme de globules gras (Jeantet et al., 2017),
dont le diametre varie de 0,1 a 10 um (Bylund, 1995).

La matiere grasse du lait de chévre ne contient pas de caroténoides, ce qui explique sa

couleur plus blanche (Thomas et al., 2008).

Elle est également plus facile a digérer que la matiere grasse du lait de vache (Chilliard et
al., 2000).

Tableau 02 : Composition en lipides de laits de chévre (Chilliard, 1996).

Composition | Triglycérides | Glycérides | Cholestérol | Phospholipides | Acides
partielles gras
libres
% 95 3 0.4 1 0.6

e Les protéines

Le pourcentage de protéines dans le lait de chevre varie en fonction de divers facteurs,
tels que I'4ge de l'animal et le type d'alimentation utilisé pour la production (Haenlein,
2004).
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Les caseines sont les protéines les plus présentes dans le lait de chevre (Lopez-Aliaga

et al., 2010), et elles jouent un réle technologique tres recherché (Chandan et al., 1992).

La fraction d'azote non protéique dans le lait de chéevre représente, comme dans le lait

de femme, une proportion bien plus élevée que dans le lait de vache (Daviou et al., 2000).

Tableau 03 : composition moyenne en g/l et distribution des protéines dans le lait de chévre (Jouan, 2002).

Protéines Concentration g/l
Total des protéines solubles (22%) 7,5
o lactabumine 2,0
B lactoglobuline 4,4
Albumine sérique 0,6
Immunoglobulines 0,5
Total des caséines (71%) 24,3
Caséine 0-S1 3,5
Caséine 0-S2 4.8
Caséine o 3,4
Caséine B 12,6
Azote non protéique (7%) 2,3
Protides totaux 34,1

e Lelactose

Le lactose est le sucre spécifique du lait, constitué d’un galactose et d’un glucose

(Rober froid, 2001).

Il est dégrade dans le tube digestif en glucose et galactose en présence de la lactase

intestinale (Morrissey et al., 1995).

La fraction de lactose est variable : elle est estimée a 2,63 % selon (Amroun et
Zerrouki 2014) et a 4,07 % selon (Mukhekar et al.2017).

D’autres glucides peuvent étre présents en faible quantité, comme le glucose et le
galactose issus de I’hydrolyse, ainsi que certains glucides combines aux protéines (Raynal
et Remeuf, 2000).
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e Les vitamines

Les vitamines sont des molécules sensibles qui ne peuvent étre apportées que par
I’alimentation (Pougeon, 2001). Le lait constitue un complément vitaminique important

pour la nutrition (Jouhannet, 1992).

Le lait de chévre tire entiérement sa teneur en vitamine A de la vitamine elle-méme,
car il est totalement dépourvu des pigments caroténoides primaires caractéristiques du lait
de vache. Cela explique également pourquoi le lait de chévre et la matiere grasse qu’il
contient sont plus blancs que ceux du lait de vache, en raison de la teneur plus élevée en
caséine (Getaneh et al., 2016).

Le tableau 04 regroupe les données concernant les vitamines hydro et liposolubles.

Tableau 04 : Teneur en vitamines du lait de chévre (g/l) (FAO, 2002).

Vitamines Concentration g/l
Vitamine A 0,24
R-caroténes <0,10
Vitamine E 2,3
Vitamine C 4,20
Vitamine B1 0,41
Vitamine B2 1,38
Vitamine B6 0,60
Vitamine B12 0,0008
Acide nicotinique 3,28
Acide folique 0,006

e Lesenzymes

Les enzymes sont définies comme des substances organiques de nature protidique,
produites par des cellules ou des organismes vivants, agissant comme catalyseurs dans les

réactions biochimiques (Pougeon, 2001).

Les enzymes du lait de chévre sont principalement des estérases, c’est-a-dire des
lipases, de la phosphatase alcaline et des protéases. Il est important de noter que le lait de
chévre contient trois fois moins de phosphatase alcaline que le lait de vache (Vignola,
2002).
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e Les minéraux

Le lait de chevre est le type de lait le plus riche en calcium, potassium, phosphore et

magnésium (Vanwarbeck, 2008).

Il contient environ 134 mg de calcium et 121 mg de phosphore pour 100 g de lait, et

peut contenir jusqu’a 13 % de calcium en plus que le lait de vache (Park et al., 2007).

Cependant, le lait de chevre ne peut couvrir a lui seul tous les besoins journaliers en

minéraux, notamment en fer (Desjeux, 1993).

Tableau 05 : Composition minérale moyenne du lait caprin (Meschy, 2002).

Eléments majeurs G/l
Calcium 1,26
Phosphor 0,97
potassium 1,90
Sodium 0,38

Magnesium 0,11
Chlore 1,10
Oligo-éléments Mg/l
Zinc 3,80

Fer 0,46
Cuivre 0,22
Manganése 0,07
Sélénium 0,02

2.2 Caractéristiques du lait de chévre

2.2.1 Les critéres organoleptiques

e Couleur : En raison de I’absence de caroténoides, le lait de chévre est plus blanc que
le lait de vache (Zeller, 2005 ; Jooyandeh et Abroumand, 2010).

e Odeur : Le lait de chévre frais a une odeur neutre (Jaubert, 1997 ; Morgnan et al.,
2001).

e Saveur : Il se caractérise par une flaveur particuliere et un godt plus relevé que celui
du lait de vache (Zeller, 2005). Cette saveur est due a certains acides gras libres (Jaubert,

2001) et est intensifiée par la dégradation des graisses (Jaubert, 1997).
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2.2.2 Les caracteres physico-chimiques
e PH

Le pH se caractérise par des valeurs allant de 6,45 a 6,90 (Remeuf et al., 1989).
En général, le pH mesure la concentration en ions H*. Les valeurs du pH représentent I’état
de fraicheur du lait, plus particuliérement en ce qui concerne sa stabilité, du fait que c’est

le pH qui influence la solubilité des protéines (Amiot et al., 2002).
e Densité

La densité du lait de chevre est relativement stable (Veinglou et al., 1982).
D’apres la littérature, il ressort que la densité du lait de chévre cru varie de 1,027 g/cm?® a
1,029 g/cm3, et elle est similaire a celle du lait de vache (Dmytrow et al., 2010).
Toutefois, il faut noter que cette densité est influencée par deux facteurs : la teneur en
matieres grasses ainsi que la teneur en matiére seche (Jouhannet, 1992).

e Acidité

L’acidité du lait de chévre reste assez stable durant la lactation. Elle oscille entre 0,16

et 0,17 % d’acide lactique (Veinglou et al.,1982).

L’augmentation de 1’acidité est un indicateur de la qualité de conservation du lait, et
elle ne peut résulter que d’un développement conséquent de la flore lactique, influencé par
le jeu combiné de 1’¢élévation de la température et de la durée de conservation du lait

(Mahieddine et al., 2017).

2.2.3 Les caractéristiques microbiologiques

e Flore originelle

Lorsque le lait sort de la mamelle, il est pratiquement stérile. 1l est protégé par des
substances inhibitrices appelées lactinines, qui ont une activité limitée dans le temps
(environ une heure aprés la traite), a condition qu’il soit collecté dans de bonnes conditions
sur un animal sain. Le nombre de micro-organismes est alors inférieur a 103/ml (Guiraud,
2012).
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Le lait contient relativement peu de micro-organismes lorsqu’il est sécrété. Il s’agit
principalement de microcoques, de streptocoques lactiques et de lactobacilles (Guiraud,
2003).

e Flore contaminante

Tous les micro-organismes ajoutés au lait apres sa sortie de la mamelle constituent une
flore contaminante, qui peut altérer le lait et provoquer des maladies. La contamination

dans 1’étable est particuliérement significative (Vignola, 2002).

e Flore d’altération

Il s’agit de micro-organismes qui contaminent le lait depuis la traite jusqu’a sa
consommation, sauf s’il est consommé cru. IlIs provoquent une dégradation de la qualité
organoleptique du produit au niveau du goit, de 1’ardbme, de I’apparence ou de la texture,

et contribuent a réduire sa durée de conservation (Mami, 2013).

e Flore pathogéne
La flore pathogene fait partie de la flore contaminante du lait. Elle provient de diverses
sources animales, environnementales et humaines, et peut entrainer 1’apparition de troubles

plus ou moins graves chez le consommateur (Kabir, 2015).

Les principaux micro-organismes pathogenes rencontrés dans les produits laitiers et
les fromages sont Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus producteurs
d’entérotoxines, Salmonella spp. Et Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC)
(Zagorec et al., 2013).

3. Définition du lait de vache

Le lait de vache est une source riche et bon marché de proteines et de calcium, ainsi
qu’un aliment précieux pour la santé. La consommation de produits laitiers entiers ne
semble pas entrainer de changements importants dans les facteurs de risque des maladies

cardiovasculaires (Szajewska H., Shamir R., 2013).
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3.1 Composition du lait de vache

La composition physico-chimique du lait varie en fonction de nombreux facteurs
zoologiques et d’élevage, tels que 1’espeéce, la race, le stade de lactation, les conditions

environnementales et I’alimentation (Caroli et al., 2009 ; Kalag et Samkova, 2010).

« Eau

L'eau constitue environ 81 a 87 % du volume du lait, selon la race. Elle est présente
sous deux formes : I'eau libre, qui représente 96 % de I'eau totale, et I'eau liée a la matiére
séche, représentant les 4 % restants. L’eau est le constituant le plus important du lait
(Ramet, 1985).
e Glucides

Le lactose est le principal glucide du lait, représentant environ 99 % des glucides
totaux dans le lait des monogastriques. Sa teneur est relativement stable, se situant entre 48
et 50 g/L dans le lait de vache .
Le lactose est un sucre spécifique au lait, synthétisé dans la glande mammaire a partir du
glucose sanguin capté par la mamelle (Mathieu, 1999 ; Hoden et Coulon, 1991).
o Matiere grasse

La matiere grasse du lait est présente sous forme de globules de diamétre variant de
0,1 a 10 um. Elle est principalement composée de triglycérides, qui constituent environ 98
% de sa composition. Ces lipides fournissent environ la moitié de I’apport énergétique du
lait de vache (Jeantet et al., 2008).
e Minéraux

Le lait contient des quantités importantes de différents minéraux. Les principaux sont :
le calcium, le magnésium, le sodium et le potassium pour les cations, ainsi que le phosphate
(Gaucheron, 2004).
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Composition minérale du lait (g1 )

- Sodium (0,58)

- Magnésium (0.12)
s Calcium (1.23)

= Phosphore (0.95)
& Cirate (> 1.6)

& Chlore (1.19)

&~ Potassium (1.41)

Figure 05 : Composition minérale du lait de vache (Gaucheron, 2004).

e Protéines

Les protéines sont des éléments essentiels au bon fonctionnement des cellules
vivantes, et elles constituent une part importante du lait et des produits laitiers (Amiot,
2002).

Dans le lait de vache, les caseines (alpha, béta, kappa, gamma) représentent 80 %,
suivies des protéines lactosérique ( a-lactaloumine, B-lactoglobuline, sérum-albumine,
immunoglobulines).

Le lait de vache contient entre 3,2 % et 3,5 % de protéines, réparties en deux fractions

distinctes :

= Les caséines, qui précipitent a pH 4,6, représentent 80 % des protéines totales.
= Les protéines sériques, solubles a pH 4,6, représentent 20 % des protéines totales
(Jeantet R.C.T., 2007).

e Lactose

Le lactose est le glucide, ou hydrate de carbone, le plus important du lait, puisqu’il
constitue environ 40 % des solides totaux. D’autres glucides peuvent étre présents en faible
quantité, comme le glucose et le galactose, issus de I’hydrolyse du lactose. En outre,
certains glucides peuvent se combiner aux protéines. Ainsi, le lait contient prés de 4,8 %
de lactose (Vignola, 2002).

e Enzymes

Les enzymes sont définies comme des substances organiques de nature protéique,

produites par des cellules ou des organismes vivants, et agissant comme catalyseurs dans
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les réactions biochimiques. Environ 60 enzymes principales ont été identifiees dans le lait,
dont 20 sont des constituants natifs. Une grande partie se trouve dans la membrane des
globules gras, mais le lait contient également de nombreuses cellules (leucocytes,
bactéries) qui élaborent des enzymes (Pougheon, 2001).
e Vitamines

Selon Vignola (2002), les vitamines sont des substances biologiquement
indispensables a la vie, puisqu’elles interviennent comme cofacteurs dans les réactions
enzymatiques et dans les échanges au niveau des membranes cellulaires. L’organisme
humain n’est pas capable de les synthétiser. On distingue, d’une part, les vitamines
hydrosolubles (vitamines du groupe B et vitamine C), présentes en quantités constantes, et,
d’autre part, les vitamines liposolubles (A, D, E et K) (Jeantet R.C.T., 2008).

Tableau 06 : composition moyenne du lait cru (Amiot J., 2002).

Vitamines Teneur moyenne pg/ 100m
Vitamine A (+caroténes) 40
Vitamine D 2,4
Vitamine E 100
Vitamine K S
Vitamine C (acide 2
ascorbique)

Vitamine B1 (thiamine) 45
Vitamine B2 (riboflavine) 175
Vitamine B6 (pyridoxine) 50

Vitamine B12 0,45
(cyanocobalamine)
Niacine et niacinamide 90
Acide pantothénique 350
Acide folique 55
Vitamine H (biotine) 3,5
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3.2 Caractéristiques du lait de vache

3.2.1 Les critéres organoleptiques

e Couleur

Le lait est de couleur blanc mat, due en grande partie a la matiere grasse et aux
pigments de caroténe. La vache transforme le B-caroténe en vitamine A, qui passe
directement dans le lait (Frédot, 2005 ; Reumont P., 2009).

e Odeur

Selon Vierling E. (2003), I’odeur du lait est caractéristique en raison de la matiére
grasse qu’il contient, laquelle fixe I’ensemble des odeurs animales. Elle est également
influencée par I’ambiance de la traite et par 1’alimentation.

e  Saveur

La saveur du lait frais et normal est agréable. Celle du lait acidifié est fraiche et
légérement piquante.

Les laits chauffés (pasteurisés, bouillis ou stérilisés) présentent un godt légerement
différent de celui du lait  cru.

Les laits de rétention et ceux provenant de vaches atteintes de mammite ont une saveur
salée plus ou moins accentuée. Il en est parfois de méme pour le colostrum.
L’alimentation des vaches laitiéres a 1’aide de certaines plantes ou fourrages ensilés peut
transmettre au lait des saveurs anormales, en particulier un godt amer. Cette saveur amere
peut également apparaitre a la suite de la prolifération de certains germes d’origine extra-

mammaire (Vuillaume et Thieulin, 1967).
3.2.2 Les critéres physico-chimiques

e PH

Le pH du lait de vache normal est de I’ordre de 6,7. Le milieu aqueux contient alors
plus d’ions HsO" que d’ions OH™ (Jaque, 1998).
e Densité

La densité du lait a 15 °C varie de 1,028 a 1,035, avec une moyenne de 1,032.
Chaque constituant influence cette densité, la matiere grasse étant le seul constituant ayant

une densité inférieure a 1 (Vignola, 2002).
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3.2.3 Les caractéristiques microbiologiques

e Flore originelle

Le lait contient peu de micro-organismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes
conditions, & partir d’un animal sain (moins de 103 germes/ml).
Il s’agit essentiellement de germes saprophytes présents sur le pis et dans les canaux
galactophores : microcoques, streptocoques lactiques, lactobacilles.

Des germes pathogénes, dangereux sur le plan sanitaire, peuvent étre présents lorsque
le lait provient d’un animal malade (Streptococcus pyogenes, corynebactéries pyogenes,
staphylocoques) (Guiraud J.P., 2003).

e La flore de contamination

Il s'agit d'un ensemble de micro-organismes qui contaminent le lait depuis la traite
jusqu'a la consommation, y compris une flore pathogéne présentant un danger du point de
Vue sanitaire.

Le lait peut étre contaminé par des microbes d’origines diverses :

e Feces et téguments de I’animal

« Sol

o Litieres et aliments

e Aireteau

« Equipements de traite et de stockage du lait

e Manipulateurs

o Contamination du lait cru au stade de la production
o Contamination par I’animal

« Contamination au cours de la traite

« Contamination pendant le transport (Vignola, 2002).
+ La flore d’altération

a. Lescoliformes
D’origine fécale, leur développement optimal se situe & une température de 37 °C.
Leur présence traduit souvent une mauvaise hygiéne lors de la traite et des autres

manipulations du lait. Ces bactéries sont genéralement lactiques et hétérofermentaires ;
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elles peuvent provoquer un gonflement précoce des produits laitiers, notamment les

fromages.
b. Les moisissures

Les moisissures sont des champignons microscopiques tres aérobies, capables de se
développer dans le lait et les produits laitiers, quel que soit le pH. Elles jouent un réle
bénéfique en agroalimentaire (ex. : fromages, fermentation), en particulier les genres
Penicillium et Aspergillus. Cependant, certaines moisissures peuvent produire des
mycotoxines toxiques, comme I’aflatoxine M1 (sécrétée par Aspergillus flavus), qui résiste
a la pasteurisation et possede des effets hépatotoxiques et cancérigenes (Billa delle, 1974
; Wiseman & Applebaum T., 1983).

e Flore pathogéne

Le lait cru et ses produits dérivés peuvent contenir des bactéries pathogenes,
principalement mésophiles. Les plus courantes sont : Staphylococcus aureus, Salmonella
spp, Escherichia coli et Listeria monocytogenes D’autres micro-organismes
potentiellement dangereux peuvent également étre présents, notamment : Clostridium
perfringens, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica ,Clostridium botulinum,

Shigella sonnei, Bacillus cereus (Conte, 2008 ; Hermier et al., 2009).
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Présentation du lieu de travail

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’hygi¢ne de Ain El Djarda et du

laboratoire de I’Université de Médéa, Yahia Farés.

Objectif du travail

Cette étude porte sur 1’isolement des bactéries lactiques capables de produire des

substances antimicrobiennes, ainsi que sur 1’évaluation de leur pouvoir inhibiteur contre

certaines bactéries pathogenes.

1.Matériel

1.1 Matériel non biologique

Le matériel, les milieux de culture, d’isolement et d’identification, ainsi que les réactifs

utilisés, sont cités dans le tableau 7

Tableau 07 : Matériel et milieux de culture.

Appareils et Matériel

Petit Matériel

Milieux d’isolement et
D’identification et Réactifs

Bain Marie Tubes a essai L‘Eau Oxygénée(H202)
Balance Boites De Pétri L‘Eau Physiologique Stérile
Autoclave Pipettes Graduées (10ml) Les Réactifs De La Coloration De Gram
‘Cristal Violet, Lugol, L alcool 95%Et
La Fuchsine’
PH métre Pipettes Pasteurs Eau Distillée
Plaques Chauffantes MicropipettesA100ulEt Bouillon MRS
1000ul
Vortex Portoirs Disques D’oxydase
Réfrigérateur Bec Bunsen Disques D’antibiotique
Densimetre Ecouvillons Stériles Disques Vairege
Microscope Optique Embouts Stériles Gelose MRS
Anse De Platine Gélose Nutritive
Etuves (37°C Et Entonnoirs Muller Hinton
44°C)
La loupe Flacons
Dessiccateur Bechers
Lames
Erlenmeyer
Pissette
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1.2 Matériel biologique

Le lait utilisé dans notre étude est du lait cru de vache et de chévre. Les différents

échantillons de lait cru ont été collectés a partir d’élevages situés dans différentes régions

de Médéa (Tableau 08), durant le mois de février 2025.

Deux échantillons ont été prélevés directement a partir de la mamelle. lls

proviennent de deux régions différentes de la wilaya de Médéa.

Tableau 08 : L’heure et la période de prélévement des différents échantillons de lait de vache et de chévre

a Médéa sont différentes.

Heuer de Région Couleur Race Age La
prélevement (Ans) quantité
prélevée
(ml)
Echl 7:50 Ben Blanc Suisse 3 180
E chkaou M
S
$)
- Ech2 8:00 Al- kouala | Blancet [ Montbéliarde 5 180
£ rouge MI
>
o
0

¢+ Souches pathogénes

Pour les tests d’activité antibactérienne, nous avons choisi 4 souches pathogenes.

Celles-ci ont été fournies par le laboratoire d’hygi¢ne de Ain El Jarda (Tableau 09).

Tableau 09 : Les souches pathogénes utilisées.

Souches pathogénes ATCC
Escherichia coli 25922
Staphylococcus aureus 25923
Klebsiella pneumoniae 700603
Pseudomonas aeruginosa 27853
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1.Méthodes

2.1 Prélevement des échantillons

Conditions de prélévement

> Les échantillons ont été préleves aseptiquement, Le lait est prélevé directement de la

mamelle.
En suivant les précautions suivantes :

1 Avant la traite, il faut nettoyer I'extérieur de la mamelle avec un tissu préalablement

imbibé d'une solution désinfectante, puis sécher la mamelle.

(1 Les premiéres gouttes de lait sont rejetées, car elles contiennent généralement un nombre

plus élevé de germes.

[J Avant la traite, il est nécessaire de bien se laver les mains et de bien les sécher
(Bouchibane M.2023).

2.2 Isolement et purification des bactéries lactiques

e Préparation des dilutions décimales

La dilution est un procédé visant a diminuer la concentration d'une substance dans une
solution. Pour ce faire, 1 ml de I'échantillon est déposé dans un tube contenant 9 ml d'eau
physiologique stérile (107!). Ensuite, le mélange est soumis a une agitation a I’aide d’un
vortex, et des dilutions décimales sont effectuées en série jusqu'a atteindre une dilution de
1076,

Les semis sont effectués en surface, sur un milieu MRS (pH 6,5), en employant les
dilutions décimales les plus récentes (1074, 107%, 10°°), obtenues a partir de la suspension

mére de I'échantillon original (De Man et al., 1960).
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Figure 06 : Préparation des dilutions.

e Mise en culture
La procédure consiste a distribuer 1 ml de chaque dilution dans des boites de Pétri, a
raison de trois boites par dilution, puis a effectuer un ensemencement en surface a 1’aide

d’un rateau stérile sur un milieu MRS. (Badis et al., 2005).

Les boites de Pétri sont ensuite incubées a 37 °C, pendant une durée de 48 a 72 heures, dans

des conditions anaérobies, sur un milieu MRS.

e Recherche sur la catalase

La recherche de cette enzyme a été réalisée en placant une colonie a analyser sur une lame
contenant une goutte d’eau oxygénée (10 volumes). L’apparition de bulles de gaz indique la

présence de catalase (Idoui et al., 2009).

Figure07 : Test catalase et Oxydase.
e Teste oxydase

Le test consiste a placer une colonie & examiner sur un disque OX chargé du réactif
tétraméthyl-p-phenylenediamine dihydrochloride. Apres 2 a 3 minutes, 1’apparition d’une

couleur violette indique un résultat positif.
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2.3 Purification des isolats des bactéries lactiques

Les isolats identifiés comme catalase negative, oxydase négative, Gram positif et
présentant une morphologie distincte (taille, forme, couleur) ont été choisis et purifiés par
repiquages successifs sur des bouillons MRS, suivis d’un ensemencement en stries sur les
géloses de ces mémes milieux d’isolement, avec une incubation a 37 °C pendant 48 heures,
jusqu’a I’apparition de colonies pures.

2.4 Conservation des isolats

Tous les isolats présumés comme bactéries lactiques (Gram positif, catalase négative

et non sporulées) sont conserves.

e Conservation a courte durée

Les bactéries ont été conservées dans des tubes de gélose MRS inclinés. Aprés avoir
été maintenues a 37 °C pendant deux jours, les tubes sont stockés a une température de +4

°C pour une durée allant de deux semaines a un mois (Bennai et Temine, 2017).

Figure 08 : concervation

2.5 Pré identification des bactéries lactiques

La pré-identification des souches purifiées chez les bactéries lactiques se base sur des
caractéres morphologiques, physiologiques et biochimiques (forme, coloration de Gram,
catalase, croissance a Diverses températures, sensibilité au NaCl, fermentation des sucres
(Lairini et al., 2014).
2.5.1 Criteres morphologiques

e Examen macroscopique : Consiste a étudier la forme, I’aspect, le contour, la surface
et la couleur des colonies sur le milieu MRS.
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e Etude microscopique : L’examen au microscope permet d'identifier certaines
caractéristiques morphologiques et organisationnelles des bactéries : s'agit-il de coques ou
de bacilles, disposés en chaines ou isolément, bactéries Gram-positives ou Gram-négatives
(Singleton, 1999) ? Ces caracteres sont identifiés en utilisant la technique de coloration de

Gram.

2.5.2 Critéeres physiologiques
% Effet de NaCl

Le test sert a évaluer la résistance des souches face au stress salin (Samelis et al., 1994). Pour
chaque souche, quatre tubes stériles contenant 5 ml de bouillon MRS, avec des concentrations de
NaCl de 2 %, 4 % et 6,5 %, ont été inoculés avec une colonie de bactéries lactiques, puis incubés a

une température de 37 °C pendant une durée de 48 heures.

La croissance de ces bactéries se manifeste par un trouble du milieu, en comparaison avec un

tube témoin non ensemencé (Guiraud, 2003).

Figure09 : effet de NaCl.

% Test des températures de croissance

Ce test est important, car il permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles des
bactéries lactiques thermophiles. Aprés inoculation de bouillon MRS par les cultures pures,
les tubes sont incubés pendant 48 h aux températures suivantes : 30 °C, 37 °C et 45 °C. Au
bout de ce délai, la croissance est appréciée par examen des milieux. Les bactéries
thermophiles poussent a 45 °C, tandis que les bactéries mésophiles ne se développent pas
(Bouricha, 2018).
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¢ Test de thermorésistante

Des tubes remplis de bouillon MRS sont inoculés avec les souches isolées, puis placés
dans un bain-marie a 60 °C pendant 10 minutes. Apres un refroidissement rapide, ils sont
incubés a 37 °C pendant une durée allant de 48 a 72 heures. Un trouble est I'indication d'un
résultat positif (Boudjaib, 2013)
% Effet de PH

Une série d'expérimentations a été effectuée sur le milieu MRS liquide & un pH de 4
et 9,6, en incubant a 37 °C pendant une durée de 24 heures (voir figure 10). Suite a la
période d'incubation, I'apparition d'un trouble indique la prolifération bactérienne (Badis
et al., 2005).

FigurelO : effet de PH (4et9,6)

2.5.3 Caracteres biochimiques

< Teste mannitol

Ce test, réalisé sur milieu mannitol-mobilité, permet de rechercher la fermentation du
mannitol et de vérifier la mobilité du germe. Le mannitol est un produit de réduction du
mannose. La dégradation, en anaérobiose, du mannitol conduit a la formation du fructose,

dont I’attaque conduit elle-méme a la formation d’acides a chaines courtes.

e Technique
A I’aide d’une anse de platine, le milieu mannitol-mobilité est ensemencé par pigdre
centrale et incubé a 37 °C pendant 24 heures (ZERGOUG A 2017).
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Figurell : test mannitol

2.6 Caractéristiques technologiques des isolats

2.6.1 Etude de P’activité protéolytique des souches

La protéolyse est I'un des processus biochimiques les plus importants impliqués dans
la fabrication de nombreux produits laitiers fermentés. La production de protéinases
extracellulaires est une propriété essentielle des bactéries lactiques. Ces enzymes
hydrolysent les protéines du lait, libérant les acides aminés nécessaires a la croissance. On
sait que le systéeme protéolytique des bactéries lactiques décompose les protéines et, de ce
fait, modifie la consistance, le goQt et les parfums des produits fermentés (EI-Ghaish et
al., 2011). Pour déterminer I’activité protéolytique des bactéries lactiques, la gélose MRS
additionnée de lait écrémé a 10 % a été coulée, solidifiée et séchée. Ensuite, des disques de
papier Whatman stérile ont été déposés en surface de la gélose. Chaque disque regoit un
volume de 20 pl d’une culture jeune (figure 21). Apres (Boulouf, 2016).

Figure 12 : I’activité protéolytique.
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3 Etude d’activité antibactérienne des souche (BL)

La méthode des disques, décrite par (Tadesse et al., 2004), a été consacrée a tester
I’activité inhibitrice des souches lactiques a 1’aide des souches de référence. Elle consiste
a inonder en surface du milieu Mueller-Hinton les souches de référence d’une absorbance
variant entre 0,08 et 0,1, et incubées pendant 30 minutes a 37 °C. A la surface de la gélose,
des disques stériles de 5 mm sont déposes et recoivent 10 pl de la culture lactique jeune.
Ensuite, les boites sont incubées a 4 °C pendant 4 h, suivies par une incubation a 37 °C
pendant 24 h. L’activité antibactérienne se révele par 1’apparition de zones claires autour
des disques. Le diamétre de la zone d’inhibition est calculé a partir des bordures de la zone,

comprenant le diametre du disque.
4 Antibiogramme des bactéries pathogenes

L'antibiogramme permet d'étudier la sensibilité des souches a tester vis-a-vis des
antibiotiques. Cette sensibilité a été testée par la méthode de diffusion (méthode des
disques) préconisée par le CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) sur milieu
Muiller-Hinton en utilisant plusieurs antibiotiques. Les boites sont ensemencées par une
suspension bactérienne préparée dans de I’eau physiologique stérile a partir d'une culture
jeune de 18 heures et pure, sur un milieu d'isolement approprié. La densité de I'inoculum
est ajustée avec une suspension calibrée a 0,5 McFarlane ou a une D.O. de 0,08 a 0,10 lue

a 625 nm, contenant environ 10® bactéries par ml.

L'ensemencement est réalise sur gélose Muller-Hinton par écouvillonnage, sur laquelle
sont disposeés les disques d'antibiotiques. Les boites sont laissées sur la paillasse pendant
15 minutes. L'incubation s'effectue a 37 °C pendant 24 heures. La lecture des resultats
s'effectue par la mesure, avec précision, des diametres de la zone d'inhibition apparue, a

I'aide d'un pied a coulisse ou d'une regle (Hossain.M et al.,2013).
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Figurel3 : Antibiogramme des bactéries pathogénes.
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1.Résultats et interprétations

1.1. Isolement et pré identification des bacteéries lactiques

Apreés isolement et purification sur milieu MRS, qui est un milieu spécifique aux
bactéries lactiques, les colonies suspectes ont été prélevées puis cultivées dans un milieu
liquide MRS, en fonction de leur origine, afin de les enrichir, suivies d’un repiquage
multiple sur les mémes milieux, mais en version solide, pour une purification optimale.
L’identification des isolats lactiques au niveau du genre a été réalisée grace a des tests basés
sur les propriétés culturelles, morphologiques (macroscopiques et microscopiques),

physiologiques et biochimiques, effectués sur des cultures pures.

+« Caracteres morphologiques

La morphologie des bactéries lactiques, la forme, le contour, la couleur, la viscosité,
est un critere important pour leur identification. Apres la purification des isolats, sur les 8
isolats suspectés comme bactéries lactiques, 3 d’entre eux (2 isolats provenant du lait de
vache et 1 du lait de chévre) sont catalase négative, oxydase négative et Gram positif. lls
sont donc considérés présomptivement comme des bactéries lactiques. Par la suite, un

examen a la fois macroscopique et microscopique a été effectué sur ces 3 isolats.

A Examen macroscopique
L’observation macroscopique des cultures en milieux liquide a permis de constater que
tous les isolats possédent un trouble homogene indiquant une bonne croissance apres 48 h

d’incubation on condition anaérobie.

Sur milieux solides, I’observation a révélé plusieurs aspects morphologiques des

colonies a savoir :

e Petites Colonies arrondis, lisses, de couleur crémé ou blanc, ayant un contour régulier.

e Colonies moyennes arrondis, de couleur blanc a contour distinct.

e Grosses colonies, bombées, lisses de couleur blanc casse, ayant un contour distinct.
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Tableaul0 : Caractéres macroscopiques des colonies isolées.

La souche Origine La forme La clouer L’aspect Lataille
S1 Vache Arrondie Blanc Bombé Grouse
S2 Vache Arrondie Blanc Lisse Petite
S3 Chever Arrondie Blanc Lisse Moyen

~ § v e

Figurel5 : aspect des colonies des isolats S1, S2, S3isolées sur milieu MRS apreés purification.

B Examen microscopique apreés coloration de Gram

Aprés la coloration de Gram, nous avons procédé a un examen microscopique avec
I’objectif (Gx100), en utilisant ’huile a immersion. De ce fait, parmi les huit isolats
examinés, tous les isolats Gram négatif ont été éliminés. Seuls les trois isolats Gram positif
ont été retenus et conservés pour la suite de I’étude. Ces bactéries se présentent sous

diverses formes et modes d’association. Les cellules se caractérisent par des formes variées.

> En coques disposés en groupes en amas.
» En coques disposés en tétrade, parfois en paires, isolés ou en quatrains.

» En coques disposés en courtes chaines, parfois isolés.
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Les résultats du caractére microscopique des trois souches isolées sont résumés dans le
tableau (11).

Tableaull : Caractéres microscopique des isolats.

Isolats Forms Mode de regroupements
S1 Cocci Amas
S2 Cocci Tétrade/Diplocoque/isoles
S3 Cocci Courtes chaines/isoles

Figurel6 . La forme obtenue, observée au microscope optique avec un grossissement de (G x 100), est
accompagnée des Iégendes A, B et C.

Test de catalase

Parmi les huit isolats, seuls trois ont été sélectionnés pour 1’¢tude de la catalase. Ces
derniers se sont révélés positifs lors du test de coloration de Gram. Cependant, ces bactéries
ne présentaient pas d’effervescence lors de 1’ajout d’une goutte de H20., ce qui est
compréhensible étant donné qu’elles ne possédent pas d’activité catalasique.
Test oxydase

Parmi les huit isolats, seuls trois ont été sélectionnés pour I’étude de 1’oxydase. Ces
derniers se sont révélés positifs lors du test de coloration de Gram. Ces bactéries ne
présentaient aucun changement de couleur lorsqu’elles étaient appliquées sur un disque
contenant le réactif : le tétramethyl-p-phenylenediamine. Cela s’explique par le fait qu’elles
ne possedent pas d’activité oxydasique.

Ces trois caractéristiques (Gram +, catalase —, oxydase —) permettent leur classification

dans le groupe des bacteéries lactiques.
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Figurel7 : Résultats de test de catalase et oxydase.

%+ Caracteres physiologiques
Une étude physiologique a été effectuée en utilisant divers tests : la capacité de
croissance a différents pH (4 et 9,6), a diverses concentrations de NaCl, a différentes

températures, ainsi que le test de thermorésistante. Le tableau 12 résume les résultats de

ces tests.
Tableaul? : caractérisations physiologiques des isolats.
Isolats | Température °C Thermorésistante (60°C, | PH Concentrations De Na Cl (%)
10min)
30 37 | 45 4 9,6 2% 4% | 6%
S1 - + + + + - + +/- -
S2 - + + + + - + +/- -
S3 + + - - + - + -1+ -

+ : réaction positive ; - : réaction négative ; +/- : faible croissance.

Effet de PH

Ce test a été réalisé dans des bouillons fortement alcalins (pH = 9,6) et fortement
acides, dont le pH a été ajusté a 4. Aprés une incubation a 37 °C pendant 24 a 72 heures,
les trois isolats ont montré une croissance dans le milieu MRS a pH 4, indiquée par
I’apparition d’une turbidité. En revanche, a un pH de 9,6, aucun des trois isolats n’a montré

de croissance.
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Lt

Figurel8 : Résultats de croissance a différentes valeurs de pH : pH 4 ; pH 9,6.

Effet de NaCl

L’expérimentation sur des souches cultivées avec 2 %, 4 % et 6,5 % de NaCl nous a
permis d’évaluer leur capacité a se développer face a ces différentes concentrations. Les
observations montrent que tous les échantillons étudiés se développent trés bien en
présence de 2 % de NaCl. Cependant, lorsque la concentration atteint 4 %, les trois isolats
montrent une croissance satisfaisante. Enfin, aucune croissance n’a été observée a une

concentration de 6,5 % de NaCl.

!
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Figurel9 : Résultats de la croissance en présence de différentes concentrations de NaCl : 2 %, 4 %, 6,5 %,

pour les trois isolats, comparés a un tube témoin non ensemence.

Croissance a différentes températures
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L’emploi de ce test permet de classer les isolats en deux catégories : le groupe des
souches mésophiles et le groupe des souches thermophiles. Dans ce test, effectué dans un
bouillon MRS, les souches S1 et S2 se développent a 37 °C et 45 °C, ce qui permet de les
classer parmi les souches thermophiles. En revanche, la souche S3 pousse a 30 °C et 37
°C, ce qui indique un profil mésophile.

Test de thermorésistante

La thermorésistante est un caractere physiologique permettant de distinguer les isolats capables
de tolérer une température de 60 °C pendant 10 minutes de ceux qui en sont incapables.

Apres une exposition a 60 °C pendant 10 minutes, suivie d’une incubation de 48 heures, seuls
les deux isolats S1 et S2 ont présent¢ un résultat positif. En revanche, I’isolat S3 a présenté un résultat
négatif (figure 20).

Seuls les isolats thermophiles parviennent a se développer, contrairement aux isolats

mésophiles qui ne présentent aucune croissance.

Figure20 : Résultats du test de thermorésistante.
s Caractéres biochimiques
Teste mannitol

Le milieu vire au jaune en cas de fermentation du mannitol, accompagnée d’une
diffusion de la culture autour de la pigQre (bactérie mannitol +, mobile). Dans le cas
contraire, aucun changement de couleur n’est observé et la culture reste localisée au point

d’inoculation (bactérie mannitol —, immobile).
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Figure21 : Résultats du test au mannitol.
1.2 Caractéristiques technologiques

1.2.1 Résultats de I’activité protéolytique

L'absence de halo clair autour des disques imbibés de cultures des souches, sur une
gélose MRS enrichie a 10 % de lait écrémé, indique une absence d'activité protéolytique
chez les souches isolées. D’apres les résultats obtenus, ces bactéries ne possédent pas les
protéinases ni les peptidases nécessaires a la dégradation des protéines du lait en acides

aminés.

Figure22 : Résultats de I’activité protéolytique.

1.2.2 Résultats de I’activité antibactérienne des souches
Dans cette section, nous avons évalué I’effet inhibiteur des bactéries lactiques sur une souche
pathogéne a Gram positif (Staphylococcus aureus), ainsi que sur trois souches a Gram négatif
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae). L’inhibition se manifeste par
la formation de zones claires autour des disques.
Nos résultats montrent que toutes les souches isolées ont démontré un net effet inhibiteur vis-a-

vis des trois souches pathogenes, représenté par des zones claires aux bordures bien distinctes, a
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I’exception de Pseudomonas aeruginosa, qui n’a pas ét¢ inhibée.

Figure23 : Activité antimicrobienne des souches lactiques contre les souches pathogénes (E. coli, S.
aureus).

Figure24 : Activité antimicrobienne des souches lactiques contre les souches pathogénes (Klebsiella
pneumoniae Pseudomonas aeruginosa).
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E.coli

30

B Zoned'inhibition(mm)

S1 S2 S3

Figure25 : L’activité antibactérienne des trois souches lactiques vis-a-vis de Escherichia coli (E. coli).
La figure (25) montre une inhibition considérable de la souche E. coli par les souches
lactiques, avec des diametres d’inhibition variant entre 15 et 25 mm Il apparait que la
souche S1 présente une bonne activité antimicrobienne comparativement aux autres, avec

une moyenne de 22 mm de diamétre, suivie par S2 (15 mm) et enfin S3.

Staphylococcus aureus

26.5

26

25.5

25 ® Zone

d’inhibition(mm)

24

235

S1 S2 S3
Figure 26 : L’activité antibactérienne des trois souches lactiques vis-a-vis de Staphylococcus aureus.

D’aprés les résultats des zones d’inhibition figurent (26), nous remarquons que la
souche Staphylococcus aureus a été inhibée par les trois souches lactiques, avec une

intensité d’activité trés proche. Le diameétre des zones d’inhibition varie entre 24 et 26 mm.
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klebsiella pneumoniae

30

B Zoned'inhibition{mm}

51 52 53

Figure27 : L’activité antibactérienne des trois souches lactiques vis-a-vis de Klebsiella pneumoniae.

Selon la figure (27), nous remarquons que toutes les souches étudiées présentent des
zones d’inhibition intéressantes, variant entre 16 et 27 mm. La souche S1 présente le plus

grand diamétre de zone d’inhibition27 (mm) plue large que S2 et S3.

Activité antimicrobienne des souches lactiques contre la souche pathogéne Pseudomonas
aeruginosa.
Les résultats n’ont montré aucune zone d’inhibition autour des disques figure (24),

traduisant ainsi I’absence d’activité antimicrobienne chez ces souches.

2 L’antibiogramme

Le tableau ci-dessous (13) présente les résultats d’inhibition en milieu solide Miiller-
Hinton des souches pathogenes face aux différents antibiotiques testés.
Les diameétres des zones d’inhibition mesurés sont comparés aux diametres critiques
fournis par le CLSI, afin de classer chaque bactérie dans 1’'une des catégories suivantes :

résistante (R), sensible (S) ou intermédiaire (I).
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Tableaul3 : Antibiogramme des bactéries pathogeénes testées.

Antibiotique E. Cali. Staphylococcus Klebsiella Pseudomonas
aureus pneumoniae aeruginosa

AMC R / R /
AK S / S S
AZT/ATM S / S /
CIP / / / R
CS/CLM/CL S / S S
C S / R /
GN/GEN S / S S
LEV / S / /
P / S / /
SXT / / / R
VA / S / /
FF / / / S
CD / S / /

S : Sensible R : Résistance

/ : Ne pas utiliser cet antibiotique pour cette souche bactérienne.

Figure29 : antibiogramme de Staphylococcus

aureus

Figure30 : antibiogramme de Pseudomonas
pneumoniae
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3 Discussion

Le lait est un écosystéme naturel pour les bactéries lactiques. Il constitue 1'un des produits

laitiers les plus consommés en raison de son importance nutritionnelle (Paci Kora, 2004).

Les bactéries lactiques sont des bactéries a Gram positif, généralement immobiles,
asporulées, catalase négatives, oxydase négatives, et en général réductrices de nitrate négatives. Ce

sont des bactéries anaérobies facultatives (Hogg, 2005).

Les tests préliminaires de 1’examen macro- et microscopique réalisés dans cette étude ont
permis de différencier les bactéries lactiques des autres types de bactéries. Tous les isolats testes se

sont révélés Gram +, catalase —, oxydase —.

Selon les critéres de détermination des bactéries lactiques (bactéries a Gram positif,
généralement immobiles, asporulées, catalase négative, oxydase négative) (Motyl et al., 2009), les

trois isolats obtenus & partir du lait de chévre et de vache sont identifiés comme des bactéries lactiques.

Les résultats microscopiques de notre étude ont révélé la présence de bactéries de forme
coque. Nos observations sont proches de celles rapportées dans plusieurs études menées dans un
contexte similaire au ndtre, réalisées sur des produits laitiers tels que le lait cru et les fromages (Badis
etal., 2005 ; Ababsa, 2012).

Cependant, nos résultats different de ceux rapportés par Tahlaiti (2019), qui a observé une
prédominance des bacilles par rapport aux coques.

Cette divergence pourrait s’expliquer par le fait que les especes de bactéries lactiques

détectées dépendent essentiellement de la nature du lait cru et des conditions d’analyse (Saidi et al.,
2002).

Schillinger et Lucke (1987) ont été les premiers a proposer une clé d’identification des
bactéries lactiques, basée sur la comparaison des caractéristiques physiologiques et biochimiques
typiques des différentes espéces. Néanmoins, cette clé permettait uniquement d’orienter

I’identification, sans aboutir & une identification précise.
Dans notre étude, nous sommes basés uniquement sur trois souches de forme cogque.

L’identification du genre a été réalisée en suivant les recommandations de (Bouchibane M.
2023) et (Sadi f2017).

L’orientation de I’identification s’est basée sur plusieurs critéres : la morphologie cellulaire,
la croissance a différentes tempeératures, la capacité de croissance a des concentrations élevées de
NaCl (2 %, 4 %, 6,5 %), la tolérance aux pH acides et alcalins, ainsi que la thermorésistante (Konig

et Frohlich, 2009 ; Bekhouche, 2006).
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Les trois souches étudiées présentent une morphologie de type coque. Les souches S1 et S2
sont thermophiles, capables de se développer a 37 °C et 45 °C, mais incapables de croitre a 30 °C. En

revanche, la souche S3 est mésophile, elle pousse a 30 °C et 37 °C.

Toutes les souches ont montré une bonne croissance en présence de 2 % de NaCl, une

croissance faible & 4 %, et aucune croissance a 6,5 %.
Elles tolerent les milieux acides, mais ne peuvent pas se développer dans un milieu basique.

Dans le test de thermorésistante, seules les souches S1 et S2 ont montré une croissance apres
exposition a 60 °C, tandis que la souche S3 n’a pas survécu (Bekhouche, 2006 ; Badis et al., 2005).

L’acidophile des souches isolées reflétent leur capacité a se développer dans des milieux a
pH faible qu’elles acidifient elles-mémes par la production d’acide lactique. Cette caractéristique
permet d’augmenter la durée de conservation du produit en limitant la prolifération des micro-
organismes d’altération ou pathogenes. Elle contribue également a conferer au produit des propriétés

organoleptiques spécifiques (Montel et al., 2005).

D’aprées les résultats des tests au mannitol, les souches S1 et S2 fermentent le
mannitol, ce qui se traduit par un changement de couleur du milieu vers le jaune. En
revanche, la souche S3 ne fermente pas le mannitol, ce qui maintient la couleur rouge du
milieu.

Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par (Djadouni F. 2013) et (Hansal
N. 2015).

Les résultats obtenus montrent que les trois souches lactiques étudiées n’ont

présenté aucune activité protéolytique. Ces observations concordent avec les travaux de
(Sadi F. 2017) et (Hansal N. 2015).

Activité antibactérienne

Les souches S1 (Enterococcus sp.), S2 (Pediococcus sp.) et S3 (Leuconostoc sp.)
ont montré des zones d’inhibition vis-a-vis de la souche pathogéne a Gram négatif testée
(Escherichia coli), avec un spectre d’activité antimicrobienne variant entre 15 mm et 25

mm .

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportés par (Zergoug A. 2017) et
(Sadi F. 2017). En revanche, (Dahou A. 2015), ayant isolé des souches lactiques a partir

du J’ben, n’a détecté aucun effet inhibiteur sur E. coli.

D’apres nos résultats, les souches S1 (Enterococcus sp.), S2 (Pediococcus sp.) et

S3 (Leuconostoc sp.) présentent une activité antimicrobienne contre la souche pathogene
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Staphylococcus aureus. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportes par, (Hansal N.
2015) et (Bekhouche F. 2006).

Cependant, des travaux plus récents tels que ceux de (Metrouh R. 2022) ont montré
que la souche Enterococcus sp. Ne présente pas d’effet inhibiteur contre Staphylococcus
aureus. Cette divergence peut €tre expliquée par I’utilisation de méthodes différentes

d’évaluation de ’activité antimicrobienne.

L’activité antimicrobienne des souches testées contre Klebsiella pneumoniae a été
évaluée. Les diameétres des zones d'inhibition ont révélé une forte activité antimicrobienne
pour I’espece Enterococcus sp., et une faible activité pour 1’espéce Leuconostoc sp. Ces

résultats sont similaires a ceux rapportés par (Ababsa A. 2012) et (Sadi F. 2017).

Selon (Metrouh R. 2022), la souche Enterococcus sp. N’a montré aucun effet
inhibiteur contre K. pneumoniae. Ces résultats ne sont pas conformes aux nétres, ce qui
peut s’expliquer par le fait que 1’échantillon de Metrouh a été prélevé a partir de la zebda,

ce qui pourrait influencer la composition microbienne.

Dans le cadre de cette étude, aucune activité antibactérienne n’a été détectée chez
les trois souches testées vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa. Ces résultats sont en accord
avec ceux de (Djadouni F. 2013) et (Metrouh R. 2022).

Antibiogramme

L’antibiogramme de la souche E. coli révele une résistance a I’amoxicilline-acide
clavulanique (AMC), ainsi qu’une sensibilité a I’amikacine (AK), a la colistine (CLM), au
chloramphénicol (C), a la gentamicine (GEN) et a I’ Aztreonam (ATM). Ces résultats ont
été confirmés par (Sumathi B et al.,2008) et (GA. Kamblel et al.,2013)

La souche Klebsiella pneumoniae présente une résistance a la céphalotine (C) et a
I’amoxicilline-acide clavulanique (AMC), tandis qu’elle est sensible a I’amikacine (AK),
a la colistine (CLM), a I’Aztreonam (ATM) et a la gentamicine (GEN). Ces résultats sont
similaires a ceux rapportés par (Boukhemis A et Boutersa A 2015) et (Harrat T et
Bahchachi M 2020).

Le résultat de la souche Staphylococcus aureus étudiée s’est révélé sensible a la
lévofloxacine (LEV), a la pénicilline (P), a la clindamycine (CD) et a la vancomycine (VA),
ce qui traduit un profil de sensibilité favorable aux antibiotiques testés. Ce résultat

correspond a ce travail (Mahendra et al., 2017) et (Ugwu. MC et al., 2015)

Les résultats de I'antibiogramme de la souche Pseudomonas aeruginosa indiquent

62



Chapitre 11 Résultats et discussion

une résistance aux antibiotiques CIP (ciprofloxacine) et SXT (triméthoprime + sulfa),
tandis qu'elle est sensible aux antibiotiques GEN (gentamicine), FF (fosfomycine) et AK
(amikacine). Les mémes résultats ont été obtenus avec (Hossain.M et al., 2013) et
(Rubina. S et al., 2014).
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont des microorganismes présentant des caractéristiques
morphologiques, physiologiques et métaboliques variées. On les retrouve essentiellement
dans le lait et les produits laitiers (yaourt, fromage, Iben...), mais aussi dans d’autres niches
écologiques, soit seules, soit en association avec d’autres microorganismes bénéfiques
comme les levures.

Elles sont utilisées de différentes maniéres : comme ferments ou starters de

fermentation, comme agents de Bioconservation, ou encore comme probiotiques.

La présente étude a été conduite dans le but d’isoler, identifier et tester les propriétés
technologiques (activité protéolytique, pouvoir antibactérien) de la population lactique
présente dans le lait de chévre et de vache provenant des deux régions situées dans la wilaya
de Médéa (Kwale, ben chakw).

Sur la base de la coloration de Gram et catalase, oxydase les 3 isolats ont été

sélectionnés et pré- identifier comme des bactéries lactiques.

L’étude des aptitudes technologiques a montré que le pouvoir protéolytique est
important pour I’ensemble des bactéries lactiques (BL) étudiées. D’apres le test
d’antagonisme, nous avons constaté que les trois souches lactiques étaient productrices de
substances inhibitrices, dont 1’activité la plus importante a été obtenue par la souche S1
vis-a-vis de Klebsiella pneumoniae (27 mm), ce qui indique que nos bactéries lactiques

sont capables de synthétiser des substances ayant une activité antibactérienne.

En revanche, les trois souches de BL n’ont montré aucun effet inhibiteur vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa. Ainsi, a travers cette étude, nous avons mis en évidence
I’importance des bactéries lactiques tant sur le plan alimentaire que sanitaire. Leur capacité
a produire des substances antimicrobiennes naturelles en fait des agents prometteurs dans

la lutte contre les micro-organismes pathogenes.

Le lait, en tant que matrice nutritive riche et favorable au développement microbien,
constitue un excellent milieu pour I’isolement de ces souches bénéfiques. En
approfondissant nos connaissances sur leurs caractéristiques, leurs métabolites et leur
pouvoir inhibiteur, nous ouvrons la voie a de nouvelles applications dans les domaines de

la sécurité alimentaire, de la santé publique et de la valorisation des produits laitiers.
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Ces travaux pourront ainsi contribuer a promouvoir une alimentation plus saine et
naturelle, tout en renforcant le role préventif de la microbiologie dans nos systémes

alimentaires.
Perspectives et Recommandations

Poursuivre I’identification moléculaire des souches isolées pour une classification plus

précise (ex. par séquencage de ’ADN 16S rRNA).

Etudier le mécanisme d’action des substances antimicrobiennes produites par les bactéries

lactiques.

Tester D’efficacité in vivo des souches sélectionnées sur des modeles animaux ou

cellulaires.

Valoriser les souches prometteuses en tant qu’agents probiotiques ou biopréservateurs dans

I’industrie alimentaire.

Evaluer la stabilité et la sécurité des substances antimicrobiennes produites dans différentes

conditions de transformation ou de stockage.

Explorer d’autres sources (produits laitiers, plantes fermentées, etc.) pour isoler de

nouvelles souches d’intérét.

Intégrer les souches efficaces dans des formulations thérapeutiques ou préventives contre

certaines infections humaines ou animales.
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Annexe

Annexe 1 : Composition des solutions de titrage
Solution de NaOH1N :

BaU diSHIE ... e 1000ml

Solution de HCL1N :

BaU QISHIHIE ... et e e ee e 100ml

Annexe 2 : Composition des diluants (g/l)

Eau physiologie 9/ml :

Annexe 3 : Composition des milieux de cultures (g/l)

Milieu MRS (de Man Rog osa et Sharpe, 1960)

EXErait de JEVUIE ..o s 59
EXtrait de VIaNde.........ccoveveiiiiice e 50
PEPTONE ... 10g
ACEtate 08 SOUIUM....cuiiiiiiiiiiiiieee e 50
Citrate de SOUIUM ....c.viiiiiiieiie e 29
GIUCOSE ... bbb 209
KHZPOA ... 29
MOSOA...c e 0.1g
VNSO, eee e 0.05g



Annexe

TWEENBO ...t iml
EaU diStIIE (.S...ceeieiiee e 1000ml
PH=6.5+0.2a37°C

Autoclavage :121°C/15min.
% MRS -Bouillon

PEPIONE ... 10g

EXIrait de VIANGE ......c.eeiieece e e 89

EXErait de JOVUIE......eieiiee s 49
GIUCOSE ...ttt re e 20g
Acétate de sodium tri hydraté ............cccovvvieiieie i 5,09
Citrate d'ammONIUM......ccoiceieee e e e e s erree s 2,09
TWEEBN BO ..ottt 1,0ml
Hydrogen phosphate de potassium ............ccccooeiiiininieienene s 2,09
Sulfate de magnésium heptahydrateé .............ccoceviiieieininireeeeee, 0,29

Sulfate de manganese tétra hydraté

PH=6.2+0.2

Annexe 4 : coloration de gram
v Préparation d’un frottis

-Déposer sur une lame propre une goutte d’eau physiologique puis prélever a I’aide d’une

pipette Pasteur une fraction d’une colonie isolée.

Realiser le frottis de fagcon a obtenir un étalement mince et homogeéne.

-Sécher a I’air libre puis fixer le frottis par 3 passages rapides et brefs de la lame au-dessus
d’une flamme d’un Bec Bunsen (frottis situé sur le dessus).

v’ Etapes de la coloration différentielle de Gram
- Recouvrir la lame de violet de gentiane pendant 1 minute.

- Rejeter le violet de gentiane et recouvrir de Lugol pendant 1 minute.



Annexe

- Rejeter le Lugol, décolorer a I’alcool 95° pendant 5 secondes et rincer immédiatement a

I’eau.

- Recouvrir la lame de fuchsine diluée 1/10 pendant 1 minute puis rincer.

- Sécher a la chaleur et examiner & I’immersion.

La lecture se fait au grossissement x 100 avec une goutte d’huile a immersion (x1000).

Annexe 5 : les résultats de I’activité antimicrobienne des bactéries lactique.

Tableau 1 : les résultats de 1’activité antimicrobienne des bactéries lactique vis-a-Vvis les

souches pathogenes.

Souche pathogén E. coli Staphylococcus Klebsiella Pseudomonas
aureus. pneumoniae aeruginosa.
uche lactiques
Sl 25(mm) 26(mm) 27(mm) 0(mm)
S2 15(mm) 25(mm) 21(mm) 0(mm)
S3 22(mm) 24(mm) 16(mm) 0(mm)
Annexe 6
Tableau 2 : les Antibiotiques
Antibiotiques
AMC Amoxicilline + AC clavu
AK Amikacine
AZT |[ATM Aztreonam
CIP Ciprofloxacine
CS/CLM /CL Colistine
C Chloramphénicol
GN/GEN Gentamycine
LEV Lévofloxacine
P Penicilline
SXT Tremthoprime +sulfa
VA Vancomycine
CD Clindamycine
FF Fosfomycine
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Annexe 7 : Matériel non biologique

Dessiccateur Bec Bunsen Bain Marie

La loupe Etuves Plaques Chauffantes

Densimétre Vortex Balance
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Gélose MRS Muller Hinton Bouillon MRS

Les Reactifs de la coloratione Gram ‘Cristal Violet, Lugol, L alcool 95% et la Fuchsine.



