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RESUME

L’étude réalisée nous a permis d’identifier des bactéries lactiques a partir du lait de
chamelles Algérien issu de quatre régions du sud du pays : Ouargla, Djelfa, Béchar et
Tindouf. Apres nous avons testé leurs caracteres biochimiques, physiologiques et le profil
fermentaire telles que: le test de thermorésistant, test de catalase, croissance en milieux
hostiles, la fermentation des carbohydrates et I’hydrolyse de 1’argenine.... Etc

Neufs souches bactériennes isolées ont subit une analyse MALDI TOF/MS et sept
souches ont été identifiées au rang de I’espece. 1l s’agit de :

-LCD5, LCD3, LCB3 : Lactobacillus plantarum

-LCT4 : Lcatobacillus paracasei .

-LCT1, LCT5, LCB4 : Enterococcus faecium.

Mots clés : Isolats, lait de chamelle, bactéries lactiques, caracteres biochimiques,
physiologiques, identification, MALDI-TOF MS.

ABSTRACT

The study carried out allowed us to identify lactic acid bacteria from the milk of

Algerian camels from four regions in the south of the country: Ouargla, Djelfa, Béchar
and Tindouf. After we tested their biochemical and physiological characteristics and the
fermenting profile such as: heat resistance test, catalase test, growth in hostile environments,
carbohydrate fermentation and hydrolysis of argenine.... Etc

Nine isolated bacterial strains underwent MALDI TOF / MS analysis and seven strains
were identified as species. It is:

-LCD5, LCD3, LCB3: Lactobacillus plantarum

-LCT4: Lcatobacillus paracasei.

-LCT1, LCT5, LCBA4: Enterococcus faecium.
Keywords: Isolates, camel milk, lactic acid bacteria, biochemical, physiological,
identification, MALDI-TOF MS.
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INTRODUCTION

Le lait de chamelle (Camelus dromaderius) est un produit fortement identitaire pour les
populations ¢levant des dromadaires. Il joue un role important dans 1’alimentation des
nomades et les populations du sud algérien que ce soit sous sa forme crue ou transformée,
Dans ces produits, la fermentation est spontanée obtenue par la flore lactique naturelle (Badis
et al., 2004).

Ces bactéries lactiques présentent un grand intérét dans I’industrie. Elles sont utilisées
dans 1’¢laboration des produits alimentaires par des procédés de fermentations lactiques. Les
bactéries lactiques assurent non seulement des caractéristiques particulieres d’ardmes et de
texture mais aussi une bonne sécurité sanitaire alimentaire. Cette sécurité est favorisée grace a
la production d’acides organiques (acides lactiques et acétiques) qui font baisser le pH dans le
milieu.

Face a I’industrie laitiére nationale florissante et dans la perspective de la production
de levains lactiques locaux, mais aussi pour répondre au manque des informations
scientifiques et techniques sur le lait de chamelle produit par les populations camelines
présentes en Algérie ; nous avons entrepris un travail portant sur la détermination et la
distribution des bactéries lactiques de laits crus de chamelle de différentes populations
algériennes.

Ainsi, pour pouvoir atteindre cet objectif, la présente étude s’articule autour de deux
principaux volets :

-En premier lieu : isolement et identification phénotypique et biochimique de quelques
souches de la flore lactique colonisant plusieurs échantillons de laits camelins de différentes
régions du sud Algérien.

-En deuxiéme lieu : identification moléculaire par MALDI TOF/MS de quelques
souches isolées.

Ce mémoire traite donc plusieurs parties :

- une synthése bibliographique consacrée a la présentation du lait de chamelle et
quelques généralites sur les bactéries lactiques.

- une partie pratique dans laquelle sont décretes les différentes méthodes utilisées lors
de ce travail ;

- suivie par une partie résultats et discussion.

-t enfin une conclusion générale résumant les résultats obtenus.
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Partie | : Synthese bibliographique
Chapitre | : Apercu sur le dromadaire
I.1-Généralité

Le dromadaire joue un réle social et économique primordial car il a toujours été associé
aux formes de vie dans les zones pastorales arides et semi-arides. Il réponde aux multiples
besoins de ces populations en leur fournissant du lait et de la viande et en leur servant comme
moyen utilisé dans le transport et pour les travaux agricoles. Ses poils sont en outre utilisés dans
la confection des vétements et des tentes et sa peau dans la fabrication des chaussures, des
ceintures...etc.

Le nom « dromadaire » dérive du terme grecque « dromados » qui veut dire course. 1l est
donné a I’espéce de chameau a une seule bosse, appartenant au genre Camelus de la famille des
Camelidae et dont le nom scientifique est Camelus dromedarius.

Le dromadaire vit dans les régions chaudes, arides et semi-arides de la planéte. Il serait
originaire de I’Amérique du Nord ou le plus ancien fossile de Camelidae a été trouvé et d’ou il
aurait rejoint 1’Asie et I’Afrique, a la suite des glaciations qui sévirent dans pratiquement la
quasi-totalité de I’hémisphére nord de la planéte durant 1’¢re tertiaire (Zeuner., 1963). Comme
c’est 'un des rares animaux d’élevage a pouvoir supporter des conditions alimentaires et
climatiques trés défavorables, le dromadaire a longtemps constitué, I’un des principaux vecteurs
de sédentarisation des populations humaines dans les régions désertiques d’Afrique et d’Asie
notamment.

I. 2. Systéematique du dromadaire

La famille des camélidés comprend actuellement 2 genres et 6 espéces vivantes:
Genre Camelus
v'Camelus-dromedarius
v" Camelus bactrianus

Genre Lama
v'Lama-glama
v'Lama-guanicoe
v'Lama pacos

v'Lama vicugna
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Camelus bactrianus Camelus dromedarius

Figure 01:Camelus bactrianus Figure 02:Camelus dromedarius
(Naoui, 2013) (Guitoun et Kina, 2013).
Tableau 1 : Classification de la famille des camélidés et les especes (Wilson 1984).

Regne Animal

Embranchment Vertébré
Classe Mammifere ongulé
Sous Classe Placentaire
Ordre Artiodactyles
Sous-ordre Tylopode
Famille Camelidae
Genre Camelus
Especes C.dromedaruis

C.bacterianus

1.3.. Les races Algérienne

Rechard (1984) classe les dromadaires en fonction de défirent critéres, selon les
données de 1’habitat et la région géographique sont devise en deux grands types : le dromadaire
des montagnes et celui des plaines. Aussi Les criteres morphologique externe comme la taille, la

conformation, la coloration et la longueur du pelage, et leur mode d’utilisation (bat, selle, race
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laitieres) et parfois des considérations sur la résistance et la rusticité (Y. P. Ennesser) en
négligent pas que Les mémes races existent dans les pays d’Afrique du nord (Lasnami., 1986)
*LE Chaambi : C’est une race fortement de dromadaire arabe il est utilis¢é comme moyen de
transport et de selle.
*L’Ouled sidi cheikh : C’est un animal de selle. On le trouve dans les hauts plateaux du grand
ERG occidental (Medjour., 2014).
*LE Sahraoui : Est issu du croisement Chaambi et Ouled Sidi Cheikh. Son territoire va du
grand ERG Occidental au Centre du Sahara (Medjour., 2014).
*Le Chameau de I'Aftouh : Utilisé comme animal de trait et de bat. On le trouve aussi dans la
région des Reguibet (Tindouf, Bechar) (Ben Aissa., 1989).
*Le Chameau de la Steppe : est de petite taille et peu de musculature Ce qui donne un animal
qui ne support pas les grandes charges, il est utilisé dans les transhumances courts (Dehane.,
2010) et le nomadisme rapproché (Ben Aissa., 1989).
*le targui : De bons animaux de course Il est de qualité supérieure. Habitués au rude climat du
tassili et au sable et aux Tanezrouft qui entourent leurs montagnes (Medjour., 2014).
*Reghibi : Animaux des selles et de course, de taille moyenne, et les femelles sont des bonnes
laitieres par rapport aux autre, se trouve au Sahara Nord Occidentale.
1.4. Effectif et Répartition géographique du dromadaire en Algérie

L’¢levage du dromadaire En Algérie joue un role important dans ’optique d’atteindre
I’autosuffisance alimentaire de la population saharienne et steppique, L’effectif camelin algérien
représente 1,32% de I’effectif mondiale, 2% de I’effectif des pays arabe et 13% de I’effectif du
Maghreb ce qui a trié I’ Algérie au 19 éme rang mondiale et au 8 éme rang du monde arabe en
citant que la totalit¢ du cheptel camelin algérien et exclusivement constitue de 1’espece c.
dromedaruis (Harek et al.,2007) Le dromadaire en Algérie est confiné dans trois aires
principales d’élevage (sud-est, Sud-ouest et extréme Sud repartie dans les 17 wilayat (8
sahariennes et 9 steppique) L’effectif camelin algérien a été estimé a plus de 34.400 tétes en
2013, (Anonyme 2., 2006), 70% du cheptel dans les Wilayat saharienne (Ouargla, Ghardaia, El-
Oued, Tamanrasset, lllizi, Adrar, Tindouf, Béchar) et 25% du cheptel dans neuf wilayat
steppiques (Biskra, Tebessa, Khenchela, Batna, Djelfa, EI-Bayad, Nadma ,Laghouat et Msila)
(Ben Aissa., 1989).
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1.5. La production laitiére

Dans la littérature, il existe une variation des données concernant le
rendement laitier de la chamelle. D’aprés les résultats rapportés par de nombreux chercheurs, sa
période de lactation varie de 9 a 18 mois avec une productivité annuelle comprise entre 800
et3600 L de lait. Sous des conditions désertiques, la productivité quotidienne fluctue entre 2 a
6 L, mais lors d’un élevage intensif, elle peut atteindre 12 a 20 L (Ramet.,2001 ; Abdoun et
al., 2007).La variation de rendement laitier s’explique par des facteurs particuliers qui pouvant
influencer la production laitiere tels que: la race, le
rang de lactation, 1’état sanitaire de 1’animal et les facteurs alimentaires et climatiques. Il
apparait également que le nombre et la pratique de la traite peuvent influencer la production
laitiere journaliere (Ramet., 1993; Park et Haenlein., 2006).

2. Caracteristiques du lait de chamelle

2.1. Caractéristiques organoleptiques et physiques de lait de chamelle

Visuellement Le lait de chamelle est un liquide blanc mate, opaque en raison de sa
teneur en matiere grasse, relativement pauvre en B. Caroténe (Stahl et al.,2006).Le type de
plantes désertiques broutées et la condition environnementale ainsi que la période de lactation et
la disponibilité en eau influe massivement sur La composition physicochimique et le gout
(Boussouar Naceur., 2017) qui peut étre sucré a cause de L’ingestion de fourrages comme la
luzerne, et parfois salé ou amer due a certaines plantes halophytes (Siboukeur., 2008 ; Farah
Et Bachman., 1987).

Le pH du lait camelin se situe autour de 6,6 et I'acidité est de I'ordre de 15° Dornic. Sa
densité oscille entre 0,99 et 1,034 avec une viscosité moyenne de 2,2 centpoises (Hassan et al.,
1987) et un point de congélation variant de —0,53 a -0,61°C.

Tableau 2 : Caractéristiques physico-chimiques du lait de chamelle (Faye., 1997).

Caracteristiques Moyenne Maximum Minimum
pH 6,56 6,8 6,2
Densité spécifique 1,035 1,038 1,025
Point de congélation -0,58° C -0,60°C -0,55°C
Teneur en eau 87,90% 90% 84,80%
Extrait sec total 12,10% 15,20% 10,00%
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Taux de matieres grasses 3,80% 5,60% 2,50%
extrait sec dégraissé 8,20% 10,30% 6,20%
Teneur azotée totale 3,50% 5,50% 2,20%
Dont caseines 2,60 4,10 1,50

dont alb.et glob. 0,90 1,40 0,50

Teneur en lactose 3,90% 5,10% 2,60%
Teneur en Cl 0,16% 0,17% 0,14%
Teneur en cendres 0,76% 0,90% 0,60%

2.2. Composition chimique

La composition chimique globale du lait de chamelle, méme si elle fluctue selon les
auteurs (donc selon les animaux et I’environnement considéré), montre néanmoins des teneurs
importantes et équilibrées en nutriments de base (protéines, matiére grasse et lactose) avec des
proportions similaires a celles présentes dans le lait de vache.

Les teneurs en protéines et en matiere grasse varient respectivement de 2,5 a 4% et de 1,1
a 4,6% (avec une fréquence élevée a des taux supérieurs a 3%), alors que la teneur en lactose
fluctue entre 2,5 et 5,6%. Les concentrations élevées observées pour ce dernier nutriment
expliqueraient la saveur parfois sucrée du lait de chamelle rapportée par plusieurs auteurs (Gnan
et Shereha., 1986 ; Bayoumi., 1990).

La teneur en eau du lait camelin, qui varie selon son apport dans 1’alimentation, atteint
son maximum pendant la période de seécheresse. En effet, il a été montré que la restriction en eau
alimentaire des chamelles se traduit par une dilution du lait : un régime riche en eau donne un lait
ayant un taux de 86% alors que dans un régime déficient, celui-ci s’éléve a 91% (Yagil et
Etzion., 1980 ; Faye et Mulato., 1991). Cette dilution pourrait étre I’effet d’un mécanisme
d’adaptation naturelle pour voyante eau les chamelons durant la période de sécheresse.

2.2.1. Matiere grasse

Le lait de chamelle est en moyenne plus faible en matiére grasse que le lait de vache.

Cependant, les globules gras du lait de chamelle sont de trés petites tailles (1,2 a 4,2 p de

diamétre) et restent donc en suspension méme aprés 24 heures de repos, contrairement au lait de
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vache dans lequel ces globules constituent une couche grasse en surface au bout de quelques
heures.

Par ailleurs, la matiére grasse du lait de chamelle apparait liée aux protéines, tout ceci
explique la difficulté a baratter le lait de chamelle pour en extraire le beurre. Comparée au lait de
vache, la matiere grasse du lait de chamelle contient moins d’acides gras a courtes chaines
(Siboukeur., 2007).Cependant sa teneur en acide gras volatils et en acides gras non saturés est
importante.

2.2.2. Matiere protéique

Le taux de cas€ine totale est un peu plus faible dans le lait de dromadaire que dans le lait
de vache ; il représente 75 a 79 pour cent de la matiére protéique contre 77 a 82 pour cent pour le
lait de vache (Jenness et Sloan., 1969; Mehaia., 1987). De plus I'équilibre entre les différentes
fractions caséiniques est trés différent et se caractérise par une proportion limitée a 5 pour cent
de caséine Kappa alors qu'elle est de 13,6 pour cent dans le lait de vache (Jardali., 1988;
Jardali et Ramet., 1991).

La composition en acides aminés de ces fractions caséiniques n'est pas non plus la méme
que pour le lait de vache (Sawaya., 1984; Larsson-Raznikiewicz et Mohamed., 1986; Farah
et Ruegg., 1989; Mohamed., 1990).

Une autre particularité de la caséine du lait de dromadaire est qu'elle est distribuée sous
forme de micelles ayant un diamétre double de celui du lait de vache (farah et Bachmann.,
1987; JARDALLI., 1988; Farah et Ruegg., 1989; Jardali et Ramet., 1991). La composition
des protéines solubles du lait de dromadaire est également différente de celle du lait de vache;
leur quantité est supérieure (0,9 a 1 pour cent contre 0,7— 0,8 pour cent). Deux types d'a-
lactalbumine (Conti Et Al., 1985) et une protéine originale (Beg Et Al., 1987) y ont été décelés;
de plus la présence de 3-lactoglobuline est controverseée.

2.2.3. Vitamines

Le lait de chamelle contient moins de vitamines que le lait de vache (Sawaya Et Al.,
1984 ; Farah Et Al, 1992 ; Mehaia, 1994). Il se distingue par sa richesse en vitamine C (acide
ascorbique) dont la concentration est supérieure a celle trouvee dans le lait bovin et humain
(Farah Et Al., 1992) ,se qui prouver leur utilisation comme « médicament » dans certains pays
asiatiques pour stimuler les fonctions du foie et lutter contre la fatigue générale(Sharmanov Et
Al., 1978; Farah Et Al., 1992).
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Tableau 3 : Les concentrations moyennes des vitamines dans le lait de chamelle, de la
vache, et de la femme. (Mg /kg) (Kenji., 2013).

Vitamines Chamelle Vache Femme
A (retinol) 0.21 0.28 0.55
B1 (thiamine) 0.41 0.59 0.15
B2 (riboflavine) 1.1 1.6 0.38
B3 (niacine) 0.78 0.7 1.7
B5 (acide pantothénique) 2.3 3.8 2.7
B6 (pyridoxine) 0.54 0.5 0.14
B7 (biotine) ND 0.04 0.01
B9 (acide folique) 0.0046 0.055 0.042
B12 0.0053 0.009 0.0005
C 140 13 40
0.003 0.009 0.014
E 0.18 0.6 8

2.2.4. Les Minéraux

Le lait de dromadaire représente une bonne source d’apport en minéraux (macro et
oligoéléments) pour le chamelon et le consommateur humain (Bengoumi Et Al., 1994).

Tableau 4: Teneurs en certains ions métalliques dans les laits humain, bovin et camelin;
comparaison avec la teneur de la ration infantile (AL-AWADI et STRIKUMAR., 2001).

Origine Zinc (mg/l) Cuivre Manganése | Sélenium | Fer (mg/l)
(mg/l) (ug/l) (ug/l)
Lait camelin 49+0,5 036+002 |796+74 [139+24 |3,16+0,03
Lait bovine 6,2+0,3 0,27+0,04 |278+5,2 126 £3,6 |0,29+0,02
Lait humaine 29+04 06+0,1 44+04 143+2,1 |0,26 +0,05
Ration infantile 57+0,3 0,53+0,03 |369+04 141+36 [0,71+0,1
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Tableau 5: Composition moyenne en principaux minéraux du lait de dromadaire (g/l).

(Na) (K) (Ca) (Mg) (P) (Fe) Références
mg/I

0,59 1,73 1,15 0,14 0,84 - ABU-LEHIA., (1987)
0,36 0,6 1,32 0,16 ,58 - GNAN et SHERIHA., (1986)
0,36 0,62 1,16 0,08 71 HASSAN et al., (1987)
0,39 1,61 0,76 0,04 0,49 Mohamed (1990)
0,43 0,72 0,30 0,045 - El-amin et all.,(1992)
0,90 2,11 0,78 0,11 1,46 3,41 | Bengoumi et al ., (1994)
0,66 1,72 1,23 0,09 1,02 Attia et al., (2000 b)
[0,35-0,6] | [1,35 |[1,01,40] [[0,1-0,15] | [0,7- Alais., (1984)

1,55] 1,10]

2.3. Caractéristiques microbiologiques du lait de chamelle

Le lait d'un animal parfaitement saint trait aseptiquement, est normalement dépourvue de
micro-organismes. A la sortie de la mamelle le nombre de germes tres faible généralement
inférieur a 5000/ml. lls proviennent de I'extérieur et pénétrent dans la mamelle par le canal du
trayon. Dans le cas d'infections de la mamelle, le nombre de germes augmente un peu (sauf dans
le cas de mammites cliniques). Ce sont en majorité des bactéries pathogenes, notamment des
staphylocoques ou des streptocoques. Ainsi, hormis les maladies de la mamelle, la contamination
du lait se fait pour I'essentiel au cours des diverses manipulations dont il est I'objet a partir de la
traite.

A la sortie de la mamelle, le lait est a la température de I'animal (37°C). Malgré cette
condition favorable a la multiplication de nombreux germes, celle-ci est inexistante pendant les
quelques heures qui suivent la traite, en raison du pouvoir bactériostatique du lait frais.

Dans la mesure ou I'on dispose des moyens nécessaires, il est hautement souhaitable de
profiter de cette période pour refroidir le lait afin de ralentir la prolifération des microorganismes
des la phase bactériostatique passée (Anonyme2., 1992).




REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

L’étude realisée par (Barbour et al., 1984) ont mis en évidence I’inhibition des bactéries
pathogenes par le lait camelin (Mohizea et al., 1994), en s’appuyant sur la numération de quatre
groupes de micro-organismes (la flore aérobie totale, les psychrotrophes, les coliformes et
bactéries sporulantes) déduisent que la qualité hygiénique du lait camelines satisfaisante. Selon
(Farah., 1996) et (Kappeler.,1998), les propriétés antimicrobiennes et protectrices des protéines
du lait de chamelle permettent d’avoir un produit frais a plus de 24 heures, si les conditions
d’hygi¢ne (lavage et désinfection des ustensiles) et de température (inférieure a 15 °C) sont
appliquées. Dans le cas contraire, le lait subit une détérioration. Cette détérioration est plus
prononcée dans le cas du lait de vache (Bonfohet al., 2003). L’activité antimicrobienne du lait de
chamelle, due a la présence des protéines protectrices citées précédemment (Lysozyme,
lactopéroxydase, lactoferrine...), serait responsable de cet état (Barbour et al., 1984).

Dans ce contexte, d’autres auteurs ont montré I’effet inhibiteur du lysozyme extrait et
purifié a partir du lait camelin, sur Escherichia coli et Micrococcus lysodeikticusen le comparant
a celui de I’ovalbumine (Durhaiman., 1988). Dans le méme ordre d’idée, I’efficacité de
I’activité des protéines protectrices du lait de chamelle contre Lactococcus lactis subspcremoris,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus,Salmonella typhimurium et rotavirus, a été également
signalée (El-Sayed et al., 1992). Par ailleurs, on reconnait depuis longtemps, aux bactéries
lactiques, la propriété de produire des substances antagonistes tels que les acides organiques
(acide lactique et acide citrique), le peroxyde d'hydrogéne et des protéines antimicrobiennes
(Klaenhammeret al., 1994).

(Yagil et al ., 1994) soutiennent que la pasteurisation du lait de chamelle n’est pas
indispensable si tous les dromadaires des troupeaux ont en bonne santé. Cependant, selon (Male
et al., 2003) la pasteurisation serait indispensable pour réduire une charge microbienne élevée
due aux mauvaises conditions d’hygi¢ne lors de la traite ou de I’exposition du lait aux fortes
températures qui régnent dans les zones arides et semi-arides et qui sont favorables a la

croissance des micro-organismes.

10
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I1. généralité sur les bacteéries lactique
I1.1. Définition

Les bactéries lactiques décrites pour la premiére fois par Orala Jensen au début du
siécle, Elles ont isolées pour la premiére fois a partir du lait (Carr et al., 2002). Produisent
I’acide lactique comme produit final principal pendant la fermentation des carbohydrates
(Kandler., 1983).Habituellement connues comme des micro-organismes GRAS. (Cintas et al.,
2001).

11.2.0rigine

Les bactéries lactiques ont été retrouvées dans des sédiments datant de 2,75 milliards
d’années bien avant 1’apparition d’oxygeéne dans ’atmospheére, ce qui pourrait expliquer leur
caractere anaérobie ; de plus, des études sur la phylogénie bactérienne mentionnent leur
apparition avant celle des cyanobactéries (Quiberoni et al., 2001).
11.3.Caractéristiques générales des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des Gram-positives, organotrophes (Badis et al., 2005)
procaryotes, sans noyau appartiennent a un groupe hétérogene de microorganismes (Dortu et al.,
2008),qui peuvent étre observées au microscope sous formes de batonnets (bacilles :
Lactobacillus) ou de coques (sphériques: Streptococcus, Lactococcus), ou ovoides
(coccobacilles : Leuconostoc sp) (Géalvez et al., 2011), généralement immobiles non pigmentées,
incapable de sporulées, dépourvues de nitrate réductase, de cytochromes oxydases et de catalase
a I’exception de certains genres a pseudo-catalase (Doguiet Koffi- Denis., 2010) .

Les bactéries lactiques sont des germes de culture difficile qui exigent des milieux riches
et complexes, contenant de nombreux nutriments : glucides, acides aminés, acides gras, sels,
vitamines (Alyssa., 2018).Elles sont également incapables de fermenter le glycérol (Salminen
et al., 2004).

11
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Figure 3: a gauche des bactéries sous forme de coques : Streptococcus pyogenes
(grossissement x900).
Figure4 : a droite des bactéries sous forme de batonnets : Lactobacillus acidophilus (Un
batonnet mesure 1,5 & 6um de long) (Alyssa., 2018).
11.4. Habitat

les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature , ubiquistes, elles sont présentes
a | état libre dans I environnement ou vivent en association avec un hote ,tel que | homme ou |
animal ,dans un écosystéeme bactérien comme le tractus gastro-intestinal ou génital des
mammiferes(Makhlofi .,2001) , par exemple : on les trouve dans différentes niches écologiques
comme le lait et les produites laitiers, les végétaux, la viande, le fromage, la créme fraiche, le
beurre, les régions gastro-intestinales et urogénitales des humains et des animaux (Lopez-Diaz et
al., 2000 ; Navarro et al., 2000 ; El Shafei et al., 2000 ; Mathara et al., 2004) , elles sont
aussi présents dans la flore normale de la bouche, de I’intestin et du vagin des mammiferes
(Salminen et al., 2004 ; Carina Audisio et Maria.,2010)
I1.5. Taxonomie et classification

La premiere classification des bactéries lactiques basées sur les propriétés observables a
savoir les propriétés morphologiques, biochimiques et physiologiques a été établies en 1919 par
Orla-Jensen cité par (Belarbi., 2011). La taxonomie bactérienne moderne basée sur les
caractéristiques phénotypiques et génotypiques a eu comme conséquence la reclassification de
beaucoup d’espéce de bactéries lactiques. Elles sont un groupe phylogénétique divers avec un

GC de 50%(guanine et cytosine) en leur ADN (Novel., 1993). Les bactéries lactiques ont été

12
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classées sur la base des propriétés phénotypiques : morphologie, le mode de fermentation du
glucose, la croissance a différentes températures, I’isomére de 1’acide lactique produit et la
fermentation des différents hydrates de carbone (De Roissart et Luquet., 1994;Holzapfel et al.,
2001).

Selon 1’édition de bergey’s manual de systématique bactériologique en 2009, les
bactéries lactiques sont classes dans le phylum des firmicutes, la classe de bacilli et I’ordre des
Lactobacillales (De Vos et al., 2009). Cet ordre renferme 35 genres repartis sur six familles qui
sont classées selon une analyse phylogénétiques des séquences de I’ARNr 16S (Ludwig et al.,
2009) .

Tableau 1 : Familles et principaux genres des bactéries lactiques (Brenner et al., 2005).

Familles Principaux genres

Lactobacillaceae Lactobacillus sp., Pediococcus sp.
Leuconostocaceae Leuconostocsp., Oenococcussp., Weissellasp.
Streptococcaceae Streptococcus sp., Lactococcus sp.
Carnobacteriaceae Carnobacteriumsp

Enterococcaceae Enterococcus sp., Tetragenococcussp., VVagococcussp.
Aerococcaceae Aerococcus sp.

Les bactéries du genre Bifidobacterium sont parfois considérées comme faisant partie du
groupe des bactéries lactiques grace a la similarité de leurs propriétés physiologiques et
biochimiques et a leur présence dans le méme habitat écologique. Cependant, ces
microorganismes appartiennent au phylum Actinobacteria et sont donc phylogénétiquement
éloignées des bactéries lactiques (Trias., 2008). Les bactéries lactiques forment donc un groupe
hétérogéne en raison non seulement de leur métabolisme mais aussi de leur aspect, leur habitat.
11.6. Genres de bactéries lactiques

Parmi Les genres les plus étudiés des bactéries lactiques sont : Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus et Pediococcus (Drouault et Corthier.,
2001).

Actuellement le groupe des bactéries lactiques associes aux aliments renferme les

12genres suivantes : Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,Leuconostoc,

13
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Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella et
Bifidobacterium.
11.6.1- Le genre Lactobacillus

Les bactéries du genre Lactobacillus ont des aspects variés allant du bacille long et fin au
coccobacille en passant par la forme batonnet court ou légerement flexueux.fréqguemment
associés en chainettes et habituellement immobiles. Les lactobacilles se montrent généralement
plus résistants au stress acide que le lactocoques (Siegumfeldt et al., 2000).et sesont répartissent
en trois groupes selon leur profil fermentaire, d’apres la classification de Kandler et Weiss
(1986).

Groupe 1 : il comprend les espéces homofermentaires obligatoires, c¢’est-a-dire
produisant exclusivement de 1’acide lactique a partir du glucose. Ce groupe est constitué
d’environ 25espéces, la plupart sont thermophiles (croissance a 45°C) dont Lb. delbrueckii, Lb.
Acidophiluset Lb. helveticus. La plupart des espéeces sont présentes dans le lait et les produits
laitiers.

Groupe 2 : ce sont les espeéces hétéro fermentaires facultatives, c’est-a-dire capables
d’utiliser la voie hétéro fermentaire dans certaines conditions comme une concentration en
glucose limitante. Il est constitué d’une vingtaine d’espéces dont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb.sake
et Lb. plantarum, majoritairement mésophiles (Laurent et al., 1998).

Groupe 3 : il est constitué des espéces hétéro fermentaires obligatoires, ¢’est-a-dire
utilisant la voie des pentoses phosphate pour la fermentation des hexoses et des pentoses. C’est
un groupe qui rassemble des especes relativement hétérogénes, mésophiles, comme Lb. brevis,
Lb. kefir et Lb. Sanfransisco. Outre leur présence dans les produits laitiers et carnés, certaines
especes se développent dans le tube digestif de ’homme, et participent a 1’équilibre de la flore
intestinale (Laurent et al., 1998).

11.6.2 Le genre Streptococcus

Les Streptocoques se présentent sous forme cocci (coque arrondie), formant des chaines
ou des paires (Laurent et al., 1998) et exprimant une résistance a haute température, et la
capacité de croitre a 52 °C (Pilet., 2005). Ce groupe comprend essentiellement des especes
d’origine humaine ou animale dont certaines sont pathogénes comme S. pyogenes et S.
agalactiae d’autres sont impliquées dans la formation de la plaque dentaire (S. mutans).

L’espéce thermophile Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et produits

14
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laitiers), et son caractére non pathogéne. Du fait de ses propriétés technologiques, c’est la seule
espéce considérée comme un streptocoque lactique (Laurent et al., 1998).
11.6.3 Le genre Lactococcus

Le genre Lactoccoccus est formeé de bactéries a Gram positif dont les cellules, en forme
de coques, sont associées par paires ou en chainettes de longueur variable. Elles sont dépourvues
de catalase et ne sont pas capables d’utiliser 1’oxygeéne mais se multiplient en sa (anaérobies
aérotolérantes). Ces bacteries sont thermosensibles et ne peuvent pas croitre en présence de 6.5%
de NaCl ou a pH 9.6. Leur température optimale de croissance s’étend de 25 a 35°C,
respectivement pour les souches de Lc. cremoris et Lc. lactis. Les Lactococcus sont capables de
croitre @ 10°C mais pas a une température supérieure & 40°C (Dellaglio et al., 1994).
11.6.4 Le genre Leuconostoc

La famille des leuconostocaceae, contient des coques ovoides, pouvant étre allongés ou
elliptiques. Ce sont des cellules sphériques disposent en paire ou en chaine, elles sont
caractérisées par un métabolisme hétérofermentaire en convertissant le glucose en D lactate et
éthanol ou en acide acétique par la voie de transcétolase, elles sont incapables de dégrader
I’arginine ce qui leurs distinguent des lactobacilles hétérofermentaires (Gonzalez et al., 2007).

On range habituellement les leuconostocs dans les anaérobies facultatifs, mais certainsles
considerent comme des anaérobies aérotolérants. Ils sont exigeants et présentent souvent une
auxotrophe pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels minéraux et les glucides
(Dellaglio et al., 1994).Ce genre comprend les espéces suivantes : Ln. mesenteroides avec ces
sous espece mesenteroides cremoris et dextranicum et Ln. lactis et Ln. Pseudomesenteroides et
Ln.paramesenteroides (Collins et al., 1993 ; Laease., 2005).
11.6.5 Le genre Bifidobacterium

Les cellules de Bifidobacterium se caractérisent par leur forme trés irréguliere, souventen
V et Y, mais pouvant étre coccoide. Elles se différencient des autres bactéries lactiquespar leur
caractére anaérobie, leur G + C % ¢levé, et la présence d’une enzyme, la fructose-6-phosphate
phosphocétolase. Celle-ci leur permet de fermenter les hexoses en produisant 1’acide acétique et
de I’acide lactique, ainsi qu’en moindre proportion de I’éthanol et d’autres acides organiques.

Cette fermentation « lactique » a conduit a les rapprocher du groupe des bactéries lactiques. Leur
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température optimale de croissance est comprise entre 37°C et 41°C. Elles se développent a pH
supérieur a 5. Elles sont isolées de ’homme et des animaux (Laurent., 1998).

Tableau 07: Les différents genres de bactéries lactiques et leurs principales caractéristiques
(Laurent et al., 1998)

Genre Morphologie fermentation Temperature | nombre
optimal d’espéces
Lactobacilles Bacilles Homo ou hétérofermentaires | Thermophiles | G1:23
ou G2 :16
Mésophiles G3:22
Lactococcus Coques homofermentaires Mésophiles 5
Streptococcus | Coques homofermentaires Mésophiles ou | 19

thermophiles

Leuconostoc Coques hétérofermentaires Mésophiles 11
Bifidobacteriu | Forme Acide acétique et lactique Mésophiles 25
m Irréguliére

I11 Intéréts technologiques des bactéries lactiques

11 .1. Activité acidifiante (production d’acide lactique)

Le pouvoir acidifiant des bactéries lactiques permet la coagulation du lait (en facilitant
I'action de la présure) et l'augmentation de la synérese du caillé, la participation aux propriétés
rhéologiques du produit final; I'inhibition de la croissance des bactéries nuisibles (Papamanoli
et al., 2003).

I11.2. Activité proteolytique

Les bactéries lactiques possédent des protéinases et des peptidases nécessaires a La
dégradation des protéines du lait en peptides et acides amines Ceux-ci peuvent alors Etre
transformé en alcools et en acides. Cette activité protéolytique intervient de ce fait sur
lerendement fromager, la texture et la saveur typique du fromage et par conséquent sur

lescaracteéristiques du produit final (Buist et al., 1998).
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111.3.Pouvoir aromatisant et pouvoir gazeux

Certaines bactéries lactiques sont capables de produire des composés d'arbmes qui
participent aux qualités organoleptiques des fromages. La plupart des composes d'arbme
sontissus du meétabolisme du citrate, l'acétoine et le diacétyle sont les plus importants
(Georgalaki et al., 2002, Francois et al., 2007).

I11.4. Activité bactériostatique (la production de bactériocines)

Les bactéries lactiques produisent des substances antimicrobiennes de nature protéique
appelées bactériocines. Cette caractéristique est utilisée industriellement pour la destruction des
bactéries indésirables et pathogenes dans la fabrication d'aliment comme la nisine produite par
les lactocoques dirigée contre Bacillus et Clostridium, la plantaricine et lasakacine produites
toutes deux par les lactobacilles actives sur E. coli, Listeria et certaines levures (Ogunbanwo et
al., 2003 ; Zambunelli et Chiavari, 2002), contribuant ainsi a la préservation de I'équilibre
microbien et organoleptique du fromage (Harris et al., 1989 ;Georgalaki et al., 2002).

I11.5. Propriété probiotique

Le terme "probiotique", dérive de deux mots grecs “pros” et “bios” qui signifient « pour
la vie» (Bernier., 2010).La définition actuelle des" probiotiques” est celle adoptée par le comité
mixte d’experts (FAO/WHO 2002) qui les définit comme "des microorganismes vivants qui,
lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, exercent un effet bénéfique sur la santé de
I’héte".

I11.6.Techniques d’Identification des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont de nombreuses propriétés métaboliques dont les industriels et
les nutritionnistes cherchent a tirer le meilleur parti. Ces propriétés (technologiques, sensorielles,
antimicrobiennes ou probiotiques) sont spécifiques de I'espéce ou de la souche bactérienne, ce
qui implique qu'on puisse les mettre en évidence par des techniques d'identification et de
differenciation. Cela est dautant plus important que certaines bactéries lactiques sont un
caractére pathogene (pour exemple : streptocoques type D).

111.6.1. Analyse phénotypique

Les tests traditionnels phénotypiques constituent la base de description, de différenciation

et d'identification des bactéries lactiques. Différents tests clefs sont largement adoptés. La

morphologie ainsi que les méthodes physiologiques, métaboliques/biochimiques et chimio-
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taxonomiques sont les plus utilisées. Les méthodes physiologiques incluent, principalement, la
croissance a certaines températures, a certaines concentrations de sel et sur gélose acétate. Les
méthodes métaboliques/biochimiques incluent, principalement, la production de gaz a partir de
glucose (Sperber & Swan., 1976), le profil d'hydrolyse des sucres, I'hnydrolyse de I'arginine
(Montel et Champomier., 1987) et la determination de la configuration de l'acide lactique
(Gutmann et Wabhlfeld., 1974). Les méthodes chimio-taxonomiques incluent, principalement, la
détection de I'acide meso-diaminopimelique(mDAP) dans le peptidoglycane (Bousfield et al.,
1985 ; Marconi et al., 2000).

Schillinger et Lucke (1987) ont été les premiers a proposer une clef d’identification des
bactéries lactiques de la viande basée sur la comparaison des caractéristiques physiologiques et
biochimiques typiques des différentes especes. Néanmoins cette clef permettait uniquement
d’orienter I’identification et non une identification précise. Elle différenciait aussi entre
Lactobacillus carnis et Lactobacillus piscicola alors que ces microorganismes ont été
génétiquement désignés comme Cb. maltaromaticum (ex. Cb. piscicola) (Collins et al., 1987),
(Montel et al.,1991) ont proposé par la suite une simple clef pour I’identification des
Lactobacillus et Carnobacterium homofermentaires de la viande (Figure 07). Cette clef basée sur
des tests biochimiques, physiologiques et chimiotaxonomiques mentionnés en dessus, a été
vérifiée par hybridation ADN-ADN et reste encore valable, sic en ‘est le fait que Lactobacillus
viridescens et Lactobacillus halotolerant sont été reclassés dans un autre genre, en 1’occurrence
Weissella(Collins et al., 1993). Aussi, Cb. piscicola a été reclassé comme Ch. Maltaromaticum
(Mora et al. 2003).
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Bactérie lactique G +, C -
|
| !
mDAP + mDAP -
|
— sur AA T sur AA Hétérofer Homofer
| | ] ]
L-A. lact. DL-A. lact. DL-A. lact. D-A. lact. DL-A. lact. L-A. lact.
ADH + ADH - ADH+ ADH - ADH + ADH - ADH + ADH -
Mannitol +  Mannitol - Melibiose + Melibiose -
Inuline + Inuline -
Ch. Cbh. Lb. W, W. Leuconostoc Lb. Lb. Lb. Lb.
maltaromaticum  divergens  plantarum  halotolerans  viridescens sp. sakei curvatus  farciminis alimentarius

Figure 5: Clef d’identification des bactéries lactiques (Montel et al. 1991).
111.6.2. Analyse sérologique

Les techniques sérologiques dépendent de la capacité des constituants chimiques de la
cellule bactérienne a se comporter comme des antigenes. Pour les bactéries lactiques, I'analyse
sérologique se fait principalement suivant la méthode de Lancefield (1933), basée sur
I'utilisation de polysaccharides de I'enveloppe cellulaire en tant qu'antigénes (Knox et Wicken.,
1976). Bien que le sérotypage ait été largement utilisé dans le passé pour I’identification des
bactéries lactiques, son utilisation est devenue étres rare a I’exception de I’identification des

streptocoques pathogenes.

111.6.3. Méthodes chimio-taxonomiques

111.6.3.1.Analyse des protéines cellulaires solubles par électrophorese en gel
depolyacrylamide (PAGE)

Le principe de cette méthode repose sur le fait que deux souches bactériennes possédant
un niveau d'hybridation ADN-ADN de 90 a 100% et cultivées dans les mémes conditions,
produisent un méme ensemble de protéines visualisé sous la forme d’une empreinte. Ainsi, leur
sélectrophorégrammes (ou profils protéiques) résultant de la séparation du mélange de protéines

cellulaires par PAGE ne présenteront que des différences minimes. Les souches partageant une

homologie d’ADN d'au moins 70%, présentent des empreintes protéique sayant aussi un niveau
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élevé de similitude et produisent des électrophorégrammes encore assez semblables (Kersters.,
1985). Des banques de profils ont été créées grace au développement d’un protocole trés
standardisé (Pot et al., 1994) et d’outils informatiques adaptés facilitant les comparaisons et les
regroupements a 1’aide de coefficients de similitude (Vauterin ., 1992). L'électrophorese des
protéines est donc une méthode trés sensible qui permet de différencier les bactéries lactiques a
un niveau taxonomique fin, en I"occurrence la sous espéce (Gatti et al., 2001) ou la souche
(Sanchez et al. 2003). Cette méthode a été appliquée pour la différenciation entre Lb.sakei et
Lb.curvatus isolés de produits carnés fermentés (Dykes & van Holy., 1995).

111.6.3.2. Analyse des acides gras de paroi par chromatographie en phase

gazeuse

L'analyse des acides gras (A.G) des parois bactériennes par l'utilisation de la
chromatographie en phase gazeuse est une méthode rapide, sensible et sélective, permettant
I'identification des bactéries lactigues moyennant une comparaison des chromatogrammes
obtenus a des banques de données de profils d'/A.G (Dykes et al., 1995). Néanmoins les
conditions de culture (apport nutritionnel, température de croissance, age de la culture) doivent
bien établies et normalisées (Gilarova et al., 1994).

Les bactéries lactiques contiennent différents types d'A.G. Les lactobacilles et les
pédiocoques sont principalement caractérisés par une prépondérance d'A.G a longues chaines
linéaires saturées ou mono-insaturées, trés souvent a nombre pair d'atomes de carbone et d'A.G.
cyclo-propanoiques. Les A.G. a chaine ramifiées iso ou antes iso et les A.G hydroxyliques ou
polyinsaturés sont absents de ce type de bactéries (Rizzo et al., 1987; Rementzis et Samelis.,
1996). Cette méthode a été utilisée pour la différenciation entre Lb. sakei et Lb. Curvatus isolés

de produits carnés fermentés (Rementziset Samelis., 1996).
111.6.4.Méthodes étudiant la structure des acides nucléiques

111.6.4.1.Contenu en guanine et cytosine de I'ADN chromosomique

L'intérét de la mesure du contenu en G+C (mol %) est liée a la grande diversité de la
composition en guanine et en cytosine de I'ADN des micro-organismes, puisqu'elleva de
25%pour Mycoplasma capricolum a 75% pour Micrococcus luteus (Muto et Osawa., 1987). On
peut conclure que deux isolats bactériens sont d'especes differentes que si la différence de leur

contenu G+C est d'au moins 5% toutefois, deux souches ayant le méme G+C ne sont pas
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forcement semblables parce que cette valeur ne prend pas en compte I'arrangement lineaire 90
des nucléotides dans I'ADN.

Le contenu G + C des bactéries lactiques est généralement inférieur & 50 mol% étant
donné qu’elles appartiennent au phylum Clostridium. Le genre Lactobacillus montre une grande
diversité génetique. En effet, le contenu G + C varie entre un minimum de 32% pour
Lactobacillus mali et un maximum de 54% pour Lactobacillus fermentum ou Lactobacillus
pontis. Cette amplitude est deux fois plus grande que le seuil de 10% proposé pour l'identité du
genre (Schleifer et Stackebrandt., 1983). En outre, ces contenus G + C maximum excedent les
50 mol% proposés comme seuil de séparation entre les phylums des Clostridium et des
Actinomyces. Le contenu G + C de Lb. Sakei est de 1’ordre de 42-44% (Champomier-Verges et
al., 2002).

111.6.4.2.Hybridation ADN-ADN

L'hybridation ADN-ADN repose sur la dénaturation de molécules d'ADN totaux
appartenant a deux souches, puis a leurré appariement. La formation d'hétéro- duplex (brin de
chaque souche) sera gouvernée par le degré de ressemblance des deux génomes. Le pourcentage
de réassociation hétérologues est ensuite calculé. La stabilité thermique est également un
paramétre important car elle permet de mesurer le degré de mauvais ré-appariement au sein de
I'nétéro-duplex. Il est generalement admis qu'au-dessus de 70%d'homologie, deux souches font
partie de la méme espece (Wayne et al., 1987). Néanmoins, le niveau exact permettant
d'affirmer que deux bactéries sont d'especes différentes varie selon le genre bactérien
(Zakrzewska-Czerwinska et al., 1988).

Cette méthode a été utilisée pour I’identification des bactéries lactiques fréequemment
isolées de la viande. En I’occurrence Lb. sakei, Lb. curvatus, Lb. plantarum, Lb. farciminis, Lb.
alimentarius, Weissellah alotolerans, W. viridescens, Leuconostoc mesenteroides, Ch.divergens
et Ch. Piscicola (Montel et al., 1991).
111.6.4.3. Séquencage de ’ARNr 16S ET utilisation

Les séquences ribosomiques refletent le génotype des bactéries. La stratégie de séquencer
I’ARNr contenant des morceaux de régions variables et d’effectuer une analyse comparative de
la séquence avec celles contenues dans des bases de données déja existantes permet de
déterminer les régions présentant une variabilité. Ces régions variables sont utilisées pour la

synthése des sondes oligonucléotides ou d’amorces PCR.
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C’est principalement ’ARNr 16S pour lequel un grand nombre de sequences sont
données. Malgré que la région de I’ARNr 16S spécifique a I’espéce est localisée dans les régions
V1 a V3, I’identification est plus précise, si tout le géne est séquencé (Stackebrandt et Goebel.,
1994). Dans certains cas I’analyse de séquence de la région entre les génes 16S et23S (Intergenic
Spacer Region = ITS) a une expression beaucoup plus forte concernant la spécificité de 1’espéce,
que ’ARNr 16S lui-méme et souvent des espéces comme Lb. plantarum, Lb. pentosus et
Lactobacillus pseudoplantarum ou Lactobacillus casei et Lactobacillus rhamnosus peuvent étre
discriminées (Berthier et Ehrlich, 1998 ; Tannock et al., 1999). D’autres génes spécifiques au
genre (Ke et al., 1999) ou a I’espéce (Dutka-Malen et al., 1995) ont été aussi séquencés.

Ainsi, des amorces espece-spécifique sont été développées pour la plupart des bactéries
lactiques fréquemment isolées de la viande et des produits carnés : Lb. sakei, Lb. curvatus,
Lb.plantarum (Berthier et Ehrlich., 1998), Lb.farciminis, Lb.Alimentarius (Rachman et al.,
2003), Cb. divergens, Cb. piscicola (Rachman et al., 2004), Ec. Faecium (Dutka-Malen et al.,
1995), Ln. mesenteroides subsp. Mesenteroides (Moschetti et al., 2000).

111.6.4.4. Méthodes de typage basé sur ’ADN

Contrairement aux meéthodes décrites ci-dessus, ces méthodes sont basées sur la
génération d’empreintes issues d’une séparation électro-phorétique des fragments d’ADN.
Aujourd’hui les plus importantes méthodes utilisées pour distinguer les bactéries au niveau de
I’espece ou de la sous-espece sont I’ADN polymorphe amplifié au hasard (Random Amplified
Polymorphic DNA, RAPD), le polymorphisme de longueur des fragments d’amplification
(Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP) et I’analyse de restriction de I’ADN
ribosomique amplifié (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis, ARDRA). Elles
comportent une restriction enzymatique successive a une étape PCR. D’autres méthodes, aussi
basées sur ’analyse des acides nucléiques, sont I’analyse de restriction de I’ADN génomique, les

profils plasmidiques et le ribotypage (Rodtong et Tannock., 1993).
» RAPD

Introduite par (Williams et al., 1990), elle consiste a amplifier les fragments d’ADN en
utilisant comme amorce un oligonucléotide d’une dizaine de bases. Afin de permettre
I’hybridation de I’amorce a I’ADN cible, I’étape d’hybridation est réalisée sous faibles
conditions astringentes. Il en résulte la génération de séquence d’amorces non spécifiques a

I’espéce ainsi qu’une empreinte spécifique a la souche. Cette méthode présente un avantage en
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absence de données de séquences sur le génome en question ; néanmoins, elle doit étre
particulierement standardisée pour étre reproductible (Tailliez et al., 1998).

Cette méthode a été appliquée pour I’identification des bactéries lactiques fréequemment
isolées des produits fermentés charcutiers, notamment Lb. sakei et Lb. Curvatus (Berthier et
Ehrlich., 1999 ; Andrighetto et al., 2001).

» AFLP

Elle a été introduite au début par (Vos et al., 1995) pour I’analyse des génomes des
plantes. Comme la technique RAPD, cette méthode est basée sur la mise en évidence conjointe
de polymorphisme de sites de restriction et de polymorphisme d'hybridation d'une amorce de
séquence arbitraire. Le principe de cette méthode repose sur le fait que des variations dans les
profils de bandes reflétent une relation génétique entre les souches bactériennes examinées et
donc que ces profils de bandes peuvent étre considérés comme des empreintes génétiques
pouvant étre analysées numériquement dans un but d’identification et de caractérisation
(Janssen et al., 1996). Le concept AFLP consiste en trois étapes :

1-L’ADN génomique est coupé a 1’aide de deux enzymes de restriction qui donnent des
extrémités cohésives. Les enzymes ciblent, pour 1’une, des sites de coupures fréqguemment
rencontrés sur le génome (4 Pb) et pour 1’autre, des sites moins fréquents (6 Pb).

2-Des adaptateurs d’une vingtaine de paires de bases ayant les extrémités cohésives
correspondantes sont ligaturés aux fragments d’ADN coupés.

3- Des amorces ciblant ces adaptateurs sont utilisées de maniére a amplifier par PCR les
fragments coupés. Ces amorces contiennent a I’extrémité 3’ (lieu d’attachement de la
polymérase) une, deux ou trois bases supplémentaires choisies au hasard, permettant d’effectuer
une sélection parmi les fragments d’ADN disponibles lors de la PCR réalisée en conditions non
astringentes.

La technique peut évoluer en échangeant les enzymes de restriction, le nombre et la
nature des bases supplémentaire s’accrochées a I’amorce. Une seule des amorces est marquee
pour permettre la détection. Les fragments sont séparés par une électrophorése en gel
depolyacrylamide. Les profils sont révélés en fonction de la procédure de marquage utilisée
(Aarts et al., 1999 ; Janssen et al., 1996).

Cette méthode a été utilisée pour 1’identification de bactéries lactiques isolées de produits

fermentés a base de poudre de Sorghum, notamment Lb. sakei et Lb. Curvatus (Kunene et al.,

23



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

2000). Aucune étude utilisant cette méthode n’a concerné I’identification des bactéries lactiques

isolées des produits fermentés charcutiers.
» ARDRA

C’est une technique combinant d’une part, la connaissance des séquences d’ARN
ribosomiques et leur amplification spécifique et d’autre part la caractérisation des souches avec
leur profile de restriction. Ce type de RFLP a été nomme ARDRA par (Vaneechoutte et
al.,1992). L’avantage principal de cette méthode est qu’aucune information de séquence de
I’ARN 16S amplifié n’est nécessaire (Weidner et al., 1996). L’ADN génomique total de la
communauté microbienne est extrait sans cultiver les micro-organismes participants. La présence
de séquences universelles conservées aux extrémités 5’ et 3” permet I’amplification de presque
tous les fragments des genes ARNr 16S de I’ADN extrait. Le produit PCR peut donc étre cloné
et la bibliotheque de gene ARNr 16S résultante peut étre testée par différentes méthodes. Une
hybridation de colonies peut étre utilisée moyennant des amorces spécifiques. Les inserts
peuvent étre amplifiés et caractérisés par une digestion restrictive. Alternativement, un
séquencage a une ligne peut étre fait pour permettre une détection de grande résolution (Ward et
al., 1990) suivi par un séquencage complet et une identification comme décrit avant. Cette
méthode a été appliquée pour I’identification des bactéries lactiques isolées des vins (Rodas et
al., 2003) et pour la différenciation entre les sous-especes de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus et subsp. Lactis (Giraffa et al., 1998).
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Partie expérimentale
1. Objectif

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie du Centre de
Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-chimique CRAPC.

Le premier objectif a été d’isoler des bactéries lactiques a partir du lait cru de
chamelle, de les identifier par la méthode biochimique classique. Le deuxiéme objectif de ce
travail a été d’évaluer la pertinence d’identification bactérienne ainsi que les performances et
la facilité d’utilisation du systeme MALDI-TOF.
Les identifications par les méthodes traditionnelles ont été réalisées en paralléle
par la technique de spectrométrie de masse afin de s’assurer de la concordance des résultats.
1. Collecte des échantillons de lait

Les échantillons de lait utilisés proviennent de troupeaux de chamelles de quatre
régions du sud du pays : Ouargla, Djelfa, Béchar et Tindouf qui sont caractérisées par une
implantation non négligeable de 1’¢levage de dromadaires (tableau 8).

Les chamelles dont les échantillons de lait ont été prélevés, appartiennent a des rangs
de lactation différents. Leur alimentation est basée essentiellement sur les plantes des parcours
naturels sahariens.

Tableau 8 : Echantillons de laits de chamelles collectés.

N° de Stade | Mois de | Région Race
I’échantillon de lactation | lactation

El I 2 Ouargla Sahraoui

E2 I 4 Djelfa Oueled-Sidi-Cheikh

E3 I 2 Béchar Sahraoui

E4 i 6 Tindouf Reguibi

L’isolement des souches est effectué a partir de différents échantillons de laits en suivant les

étapes suivantes :

o Les flacons de recueil doivent étre stériles.
o Avant de commencer, nettoyer et désinfecter les mains a fond et enfiler des gants
propres.
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. Nettoyer les trayons: utiliser un désinfectant approuvé par la réglementation (1’alcool
dans notre cas) et ajuster le temps de nettoyage en fonction du niveau de saleté. Essuyer a
fond avec une serviette séche. Porter une attention particuliére au bout du trayon
o Eliminer les premiers jets: cette étape est incontournable pour détecter les premiers
signes de mammite. Elle sert a vidanger les bactéries du canal et a stimuler 1’écoulement du
lait
o Désinfecter la mamelle apres la traite afin d éviter toute sorte de contaminations
microbiennes
o Conserver les échantillons du lait & 4°C et transporter aussitot au laboratoire ou ils
sont analysés.
2. Préparation de la dilution mére

On a prélevé aseptiquement 1 ml de chaque échantillon au quel on a ajouté 9 ml d’eau
peptonée tamponnée stérile. Apres homogeénéisation, la suspension obtenue constitue alors la
dilution mére (DM) qui correspond & la dilution 1/10 ou 10-*.
3. Préparation des dilutions décimales

Un millilitre de la dilution mére (10™) est prélevé aseptiquement a I’aide d’une pipette
stérile et introduit dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau peptonée tamponnée stérile. On
obtient ainsi la dilution 10 La méme procédure est répétée en prélevant 1ml & partir de cette
dilution (10?) et en I’introduisant aseptiquement dans un tube a essai contenant 9 ml du
diluant et ainsi de suite. On a prépareé ainsi sept dilutions. Le diagramme suivant résume les

étapes des analyses microbiologiques que les échantillons ont Subit.

26



MATEREIL ET METHODES

I

+ Transport dans une
! glaciere
N

T ot I
| Laboratoire !
: .
CoT TS ST '
! Dilutions !
! decimales !
\ y

Ensemencement : milieu X
hypersaccharosé, MRS et M17 |
1

Identification
biochimique

. \
Observations I
macroscopiques

-—— -
-———— -
—_——————

l -
! Observations
! microscopiques

_——————

Figure 6: Diagramme récapitulant les étapes suivies pour I’analyse microbiologique
du lait camelin
3.1. Obtention des isolats

L’isolement sélectif des bactéries lactiques par culture sur plusieurs milieux a éte
réalisé selon les méthodes décrites par la Fédération Internationale du Lait. Aprés dilution des
échantillons, on a procédé a ’isolement des différents microorganismes mentionnés au

(Tableau 9). Les analyses microbiologiques sont faites directement a partir des prélévements.
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Tableau 9: Milieux utilisés et conditions d’incubation pour I’isolement des bactéries

lactiques
Microorganismes | Milieux Température | Durée Incubation
d’isolement | optimal-de d’incubatio
croissance n (h)
(°C)

Streptocoques lactiques M17 | 42-48 72 Aérobiose
Lactocoques M17 30 72 Aérobiose
Leuconostoc Hyper 25 72 —-144 Aérobiose

saccharose
Pediocoques M17 30 72 Aérobiose

Lactobacilles mésophiles MRS 30 24 - 36 Anaérobiose

Lactobacilles MRS 45 24 - 36 Anaérobiose

thermophiles

4. Caractérisation phénotypique des isolats

A. Examen macroscopique

Les caractéristiques macroscopiques sont obtenues a partir des cultures bactériennes
sur milieu gélosé, les caractéres examinés sont I’aspect, le contour, la couleur et le diamétre
de la colonie.
B. Examen microscopique

De chaque boite, on préléve une colonie bien isolée sur laquelle on effectue une
coloration de Gram. Une observation microscopique permet de noter le Gram, la taille, la
forme et le mode d’association de chaque souche.
C. Test de catalase

Ce test a pour but de différencier les bacteries lactiques (catalase-) des autres bactéries
non lactiques (catalase+). La catalase est une enzyme qui est capable de décomposer I’cau

oxygénée selon la réaction :

| Catalase |

2EL-C>= = 2EAC> + D=
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La catalase est mise en évidence par émulsion d’une colonie dans une goutte d’eau
oxygénée a 10 volumes. La présence de la catalase est détectée par le dégagement de bulles
d’air (Norris et al. 1981).

5.1 Conservation des isolats

Aprés purification des isolats par des repiquages successifs, la conservation a court
terme des souches pures est effectuée sur milieu solide incliné. Aprés croissance a la
température optimale, les cultures sont maintenues a 4°C et le renouvellement des souches se
fait par repiquage toutes les 4 semaines. La conservation & long terme des isolats purifiés est
réalisée dans un milieu contenant 70%de lait écrémé (enrichi par 0.05 % d’extrait de levure

et0.05 % de glucose) et 30% de glycérol et stockés a une température de -20°C.

5.2 Croissance en milieux hostiles
D. Croissance a pH 9,6 et 3,3

Les souches sont cultivées a pH 9,6 et pH 3,3 puis incubés a 30°C pendant 48 heures.
La croissance qui se traduit par un trouble est estimée par mesure de la densité optique a une
longueur d’onde de 600 nm.

E. Croissance en présence de NaCl

Les cellules bactériennes sont cultivées sur milieu M17 ou MRS liguide additionné de
6.5% et 10% de NaCl. La croissance qui se traduit par un trouble est estimée par mesure de la
densité optique a une longueur d’onde de 600 nm.

F. Croissance a différentes températures d’incubation

Des tubes contenants du M17 ou MRS liquide sont ensemencés par des cultures jeunes
puis incubés a différentes températures : 4°C, 10°C et 45°C. La croissance est déterminée par
la présence ou I’absence de trouble apres une durée d’incubation de 48 heures.

5.3 Test de la thermorésistante

Des cultures jeunes des souches a testées sont préalablement traitées par une
exposition a une température de 60°C pendant 30 min au bain Marie.

A partir de chaque tube traité nous avons ensemencé un nouveau tube de milieu M17
ou MRS liquide et porté a I’incubation a 30°C pendant 24 heures a 48 heures. La croissance
des bacteries thermoreésistantes se révele par I’apparition d’un trouble.

La croissance des bactéries se manifeste par un trouble du milieu qui est estimé par

lecture spectral 8 600nm. Ce test nous a permet de distinguer les entérocoques.
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5.4 Caractérisation biochimique des isolats

5.4.1 Type fermentaire

Ce test permet de savoir le type du métabolisme (homofermentaire ou
hétérofermentaire) par lequel le substrat carboné est transforme, et la production de gaz a
partir de la dégradation du glucose.

Le test est réaliseé en inoculant un milieu liquide (MRS ou M17) contenant le et une
cloche de Durham en position inversé par la souche a étudier. La présence de gaz dans la
cloche indiqgue un métabolisme hétéro fermentaire alors que son absence indique un
métabolisme homofermentaire.

5.4..2 Hydrolyse de I’arginine

L’arginine dihydrolase (ADH) est une enzyme capable de dégrader 1’arginine en
ammoniac, et des amines. La recherche de cette enzyme se fait sur milieu Mdeller qui contient
le BCP (pourpre de bromocrésol) qui est un indicateur de pH qui vire vers le mauve en milieu
basique.

Les bactéries lactiques utilisent le lactose ce qui va acidifier le milieu, et donc un
virage de la couleur du milieu au jaune. Si la bactérie testée est capable d’utiliser I’arginine, le
milieu va subir une alcalinisation et donc un virage de I’indicateur au mauve.

Pour chaque souche testée, on ensemence un milieu Mdeller-BCP liquide, puis on
incube a 30°C pendant 48h.

5.4.3 Fermentation des carbohydrates

La fermentation des carbohydrates a été menée sur milieux CHL additionné de 3% du
sucre a tester. Les sucres utilisés sont : Arabinose, Galactose, Glucose, Fructose, Mannose,
Rhamnose, Mannitol, Cellobiose, Maltose, Lactose, Sucrose et Raffinose.

Chaque tube est ensemencé par une culture jeune de la souche testée a une
concentration finale de 1%. Cette culture jeune est préparé a partir d’une culture de 18h,
centrifugée a 8000 tr/min pendant 15 min. le culot ainsi récupéré est additionné de 2 ml de
tampon phosphate puis centrifugé aux mémes conditions pour éliminer les résidus du milieu
de culture. Le culot obtenu est par la suite dilué dans le milieu CHL stérile jusqu’a obtenir une
DO soonm finale de 1.A chaque tube, on ajoute une fine couche de paraffine pour créer

I’anaérobiose. La lecture de résultats se fait a 24 et 48 h d’incubation.
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6. Identification bactérienne par spectrométrie de masse MALDI-TOF/MS
La spectrométrie de masse MALDI-TOF ou Matrix Assisted Laser Desorption/lonization —
Time Of Flight / Mass Spectrometry (MALDI-TOF/MS) est un spectrométre de masse
couplant une source d'ionisation laser assistée par une matrice (MALDI, Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization) et un analyseur a temps de vol (TOF, time-of-flight mass
spectrometry). C’est une technique d'analyse physico-chimique permettant de détecter,
d'identifier et de quantifier des peptides ou de protéines, ’analyse de leur séquence en acides
aminés ou encore la mise en évidence de modifications post-traductionnelles par mesure de
leur « temps de vol » (proportionnel & leur masse et a leur charge) (Wardi Moussaoui., 2012)
6.1.Appareillage

L'appareillage est constitué schématiquement de 4 parties:
Une chambre d'ionisation associée a une source de type laser a azote, permettant de générer
des ions en phase gazeuse.
Un analyseur de type « TOF » (time of flight) ou & temps de vol constitué d'un tube libre de
tout champ magnétique fait que la distance parcourue par un ions jusqu’au détecteur (temps
de wvol), permettant la séparation des ions aprés une phase d’accélération.
Un détecteur de particules permettant la réception et la transformation du courant ionique en
un courant électrique, puis sa représentation sous forme d'un spectre de masse.
Une unité informatique comportant les logiciels d'acquisition, de traitement et de
comparaison des spectres obtenus a sa base de données. (Cécile Nocon., 2013)
6.2.Fonctionnement

Cette méthode est composée de deux étapes :
 [’échantillon est mélangé avec une matrice sur une plaque. Le mélange matrice/échantillon
va se Co-cristalliser sur la plaque. Ce mélange Co-cristallisé est bombardé par un faisceau
laser, entrainant 1’ionisation et la  désorption des molécules (MALDI*).
* Les molécules ionisées vont alors passer dans un tube de vol. Elles sont séparées selon leur
rapport masse/charge (m/z) en fonction de leur temps de vol (TOF*). Les ions atteignent un
détecteur qui va amplifier le signal traduit sous la forme d’un spectre caractéristique de

chaque espeéce.
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Source MALDI Phase TOF : Time of Flight Détection
Accélération des particules

chargé dans un champ
électrostatique

Grilla
Iradialion laser 4 extraction

-20 kY

Zone de wal libre de champ Destesciewurn linesaire

1

| Analysaur TOF |

11

Figure 07 : schémas explicatif des étapes de la méthode MALDI TOF (Dortet
Laurent., 2010)
6.3. Mode opératoire

O malrice

- analyles

Intansité refative

TOF - Teme OfF Flight mfz

Apres avoir sélectionnées 21 souches pour I’identification au MALDI, nous avons
purifiées les souches sur milieu solide MRS ou M17 a 30°C pendant 24h. Les boites de
purification testée sont au CRAPC (DE BOUSMAIL) ou I’identification a été faite comme

suit.

A- Préparation et désinfection de plan de travaille

Figure 8:  Organisation du plan de travail lors de la réalisation des dépdts
(originale).

B- Préparation de la matrice

Avant chaque série d’analyses, la matrice est préparée et conservée a 4 °C a I’abri de

la lumiere (Williams et al., 2003).
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C-Dep6bt des isolats

- Déposer 1.5 pl de " BTS " (témoin positif) dans les 2 premiers puits.

- Sur la ligne suivante dans la méme colonne, déposer 1.5 pl de la matrice (témoin négatif)
dans 2 puits.

- Sur les lignes suivantes de la cible MALDI, aprés la sélection d’une colonie bactérienne
intérét on la dépose directement sous forme d’un fin frottis a la surface de la cible (en deux
exemplaires), al’aide d’une anse ou cone (figurelO)

- Une fois tous les dépdts effectués, Couvrir les puits par 1.5 pl de la matrice et laisser secher
pendant quelques minutes. La matrice a pour but de lyser la paroi cellulaire du micro-
organisme et de faciliter la Co-cristallisations et la mise en suspension des protéines

bactériennes (figure 11).

Figure 09 : Depot des colonies Figure 10 : Ajout de la solution
sur la plaque cible (originale) matrice (originale)

-introauire 1a cioie aans le systeme MALDI-TOF et, en moins de 2 minutes, le
premier spectre de masse est produit et analysé .Par comparaison avec la base de données, le

logiciel propose I’identification la plus probable.
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Figure 11 : Insertion de la cible dans la chambre de I'automate. (Originale)

-Acquisitions des données et Détection dun spectre en temps réel
Le logiciel BIOTYPER RTC® compare le spectre obtenu avec les spectres de références de la
base de données. Le résultat de 1‘identification apparait sous la forme d’un score de
corrélation entre le spectre obtenu et le spectre de référence le plus proche identifié.

-Les résultats font intervenir deux paramétres, tout d’abord le score représenté par
(+++), (+1), (+) ou (-) ainsi qu’une couleur, puis la cohérence a 1’espéce ou au genre selon
des lettres A, B ou C. Le critére de cohérence a I’espéce est influencé par la notion de
répétabilité de 1’identification proposée. La répétabilité repose sur le nombre de choix
d’espéces identiques proposées pour I’identification du micro-organisme parmi les dix
spectres les plus similaires a celui d’intérét.
La taille et les intensités des pics des molécules détectées sont tributaires de la matrice choisie
pour I’expérience. Ainsi selon leur structure, les différentes protéines de 1’échantillon vont se

charger positivement ou négativement (Cécile Nocon., 2013)

Figure 12 : Insertion de la cible dans la chambre de I'automate. (Originale)
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1 Examen macroscopique et microscopique

1.1Caractérisation macroscopique

Un total de vingt-sept souches ont été isolées et purifiées sur milieu MRS et M17. La
caractérisation macroscopique, permet de décrire I'aspect des colonies obtenues sur milieux
solides MRS et M17 apres ’incubation et de déterminer les critéres relatifs aux colonies des
bactéries lactiques (taille, aspect, contour et pigmentation). Les caracteres des colonies se
différent d’un échantillon a un autre et d’une souche a une autre comme le montre le tableau
10.

L’aspect macroscopique de deux souches est illustré dans la figure suivante :

Souche LCD3

Souche LCD2

Figure 13: Aspect des colonies des deux souches bactériennes LC19 et LC26

cultivées sur milieux solides
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Tableau 10: caractéristiques des souches étudiées

Code de la Source d’isolement | Diamétre Couleur Aspect Contour
souche
LCO1 Lait de chamelle Quargla | =1mm Blanchétre Lisse Régulier
LCO?2 Lait de chamelle Ouargla | 0,5-1mm Transparente | Lisse Régulier
LCO 3 Lait de chamelle Quargla | =1mm Transparente | Lisse Régulier
LCO 4 Lait de chamelle Quargla | =1mm Transparente | Lisse Régulier
LCO5 Lait de chamelle Ouargla | =1mm Blanchatre Lisse Régulier
LCO6 Lait de chamelle Ouargla | =0,5mm Blanchatre Lisse Régulier
LCO7 Lait de chamelle Ouargla | =0,5mm Transparente | Lisse Régulier
LCO 38 Lait de chamelle Ouargla | =0,5mm Blanchatre Lisse Régulier
LCB1 Lait de chamelle Béchar =Imm Blanchatre Lisse Régulier
LCB 2 Lait de chamelle Béchar =Imm Transparente | Lisse Régulier
LCB3 Lait de chamelle Béchar =lmm Blanchatre Lisse Régulier
LCB 4 Lait de chamelle Béchar =Imm Transparente | Lisse Régulier
LCB5 Lait de chamelle Béchar =0,5mm Transparente | Lisse Régulier
LCD 1 Lait de chamelle Djelfa ~0,5mm Transparente | Lisse Régulier
LCD 2 Lait de chamelle Djelfa 0,5-1mm Blanchatre Lisse Régulier
LCD 3 Lait de chamelle Djelfa 0,5-1mm Blanchatre Lisse Régulier
LCD 4 Lait de chamelle Djelfa ~0,5mm Blanchatre Lisse Régulier
LCD5 Lait de chamelle Djelfa ~0,5mm Blanchatre Lisse Régulier
LCD 6 Lait de chamelle Djelfa ~0,5mm Transparente | Lisse Régulier
LCT1 Lait de chamelle Tindouf |=0,5mm Blanchatre Lisse Régulier
LCT 2 Lait de chamelle Tindouf |0,5-1mm Transparente |Lisse Régulier
LCT3 Lait de chamelle Tindouf |0,5-1mm Transparente |Lisse Régulier
LCT 4 Lait de chamelle Tindouf |=0,5mm Blanchatre Lisse Régulier
LCT5 Lait de chamelle Tindouf |=0,5mm Blanchatre Lisse Régulier
LCT®6 Lait de chamelle Tindouf |=1mm Transparente |Lisse Régulier
LCT7 Lait de chamelle Tindouf |=1mm Transparente |Lisse Régulier
LCT 8 Lait de chamelle Tindouf |=1mm Transparente |Lisse Régulier
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1.3 Caractérisation microscopique

L’observation microscopique a révélé plusieurs formes de cellules ; coccis, bacilles de
différentes tailles et des coccobacilles. Ces formes sont disposees en paire, en grappe ou en
chainettes plus ou moins longues. La coloration de Gram a montré que tous les isolats sont de
Gram positif (Figure 14) et le test de catalase était négatif. Ces caractéristiques permettent
leur classification au groupe des bactéries lactiques. Les résultats de la caractérisation

microscopiques sont résumeés dans le tableau 11.

Souche LCT7 Souche LCO1

Souche LCD2 Souche LCD3

Figure 14 : Aspect de quelques souches étudiées sous microscope optique (GX1000)
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Tableau 11: Caractéristiques microscopiques des souches étudiées

Code de la souche | Gram Catalase Forme Mode d’association
LCO1 - Bacilles En chaine et en diplobacilles
LCO?2 - Coccis Isolées, en amas et en chainettes
LCO 3 - Coccis Diplocoques, en amas et en chainettes
LCO4 - Coccis En amas et en diplocoques
LCO5 - Coccis Diplocoques et en chainettes
LCO6 - Coccis Diplocoques et en chainettes
LCO7 - Coccis Diplocoques et en chainettes
LCO 8 - Bacilles En chaine et en diplobacilles
LCB1 - Coccis En grappes et isolées
LCB 2 - Bacilles Isolées, en amas et en chainettes
LCB 3 - Coccis Isolées, en amas et en chainettes
LCB 4 - Coccis Isolées, en amas et en chainettes
LCB5 - | Coccobacilles En chaine et en diplo
LCD 1 - | Coccobacilles En chaine et en diplo
LCD 2 - Bacilles Isolées, en chaine et en amas
LCD 3 - Bacilles En diplobacilles et en amas
LCD 4 - | Coccobacilles En amas
LCD5 - Bacilles En amas
LCD 6 - Coccis En amas et isolées
LCT1 - | Coccobacilles En amas et en chainettes
LCT 2 - Coccis En amas et isolées
LCT 3 - Coccis En amas et en chainettes
LCT 4 - Bacilles Isolées, en chaine et en amas
LCT5 - Coccis Diplocoques, en amas et en chainettes
LCT®6 - | Coccobacilles En amas et en chainettes
LCT7 - Coccis Diplocoques, en amas et en chainettes
LCT 8 - | Coccobacilles En amas et en chainettes

38




RESULTAT ET DISCUSSION

2. Croissance en milieux hostiles

Les souches isolées ont été cultivées sur plusieurs milieux afin de tester leur résistance
aux différentes conditions de culture (tableau 12).

Comme le montre le tableau 9, la plupart des souches testées peuvent croitre en
présence de 6,5% de NaCl. Ce résultat est inattendu vu que la bibliographie rapporte que les
bactéries lactiques tolerent une concentration de 4% de NaCl (De Roissart et Luquet., 1994).
Cependant une étude réalisée par Karam en 2006 a rapporté la présence de souches de
Lactococcus dans un échantillon de lait de chamelle. Notre résultat peut étre expliqué par
I’écosystéme a partir duquel les souches ont été isolées ou les dromadaires s’alimentent par
des plantes caractérisées par une teneur élevée en NaCl vu les conditions climatiques et les
zones de croissance de ces plantes.

La croissance des isolats a été testée a 4°, 10° et 45°C. La majorité des souches testées
sont signalées thermophiles, elles poussent bien a 45°C aprés 24 h d’incubation sauf les
souches : LCO7 et LCBL1 qui sont incapables a se développer & 45°C (type mésophiles). Ce
test permet de diviser les souches en deux groupes : groupe des souches mésophiles et le
groupes des souches thermophiles.

Presque la moitié des isolats ont résisté a un traitement thermique a 60°C pendant 30
minutes. Trois souches ont révélé une résistance intermédiaire, c’est le cas des souches LCD4,
LCB3 et LCB2.

Selon Tailliez., (2004), la plupart des lactobacilles se multiplie dans une gamme de
temperatures comprise entre 15 °C et 42 °C. Certaines souches de lactobacilles dites «
thermophiles » restent viables a 55 °C.
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Tableau 2 : croissance en conditions hostiles

6,5% NaCl | 10% NaCl | pH 3,3 pH 9,6 4°C | 10°C 45°C
+ - + + + +
- - +/- - - -
+ - +/- + + +
+ - +/- + - -
+ - + + + +
- - - + - -
- - - - - +
+ - + + + +
+ - - + - -
+/- - - + - -
+ - + + - -
- - + + - -
+/- - +/- + + +
+ - + + - -
+ - + + + +
+ - + + + +
+ - + + - -
+/- - +/- + + +
+ - + + + +
+ - +/- + + +
+ - + + + +
+ - - - - +
+ - + + + +
+ - + + + +
+/- - - - - -
+ - +/- + - -
+/- - - - - -

+ : test positif ; — : test négatif ; ND : non déterminant =+ : résultat intermédiaire
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3. Caractérisation biochimique des souches

Le type fermentaire permet d’apprécier le type du métabolisme par lequel le substrat
carboné est transformé pour différencier entre les souches homofermentaires et
hétérofermentaires (tableau 13). Les résultats montrent que la production de gaz (CO,) a partir
du glucose a été observée chez les souches : LCO5, LCB4, LCD1, LCD5, LCT5 et LCTS.
Ces isolats sont considérés comme hétérofermentaires. Le reste des souches sont considéres
comme homofermentaires.

Tableau 3 : souche, type fermentaire, adh, thermorésistante

SOUCHE TYPE FERMENTAIRE | ADH THERMORESISTANCE
LCO1 Hétérofermentaire - -
LCO 2 Homofermentaire + +
LCO3 Homofermentaire - -
LCO 4 Homofermentaire - +
LCO5 Hétérofermentaire + +
LCO6 Homofermentaire - -
LCO7 Homofermentaire + -
LCO 8 Homofermentaire - -
LCB 1 Homofermentaire + -
LCB 2 Homofermentaire - +/-
LCB 3 Homofermentaire - +/-
LCB 4 Hétérofermentaire - -
LCB5 Homofermentaire - +
LCD 1 Hétérofermentaire - -
LCD 2 Homofermentaire - -
LCD 3 Hétérofermentaire - -
LCD 4 Homofermentaire - +/-
LCD5 Hétérofermentaire - -
LCD 6 Homofermentaire + +
LCT1 Homofermentaire + +
LCT 2 Homofermentaire + +
LCT 3 Homofermentaire +/- -
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LCT 4 Homofermentaire - -
LCT5 Hétérofermentaire + +
LCT6 Hétérofermentaire - +
LCT 7 Homofermentaire - -
LCT 8 Hétérofermentaire - +

L’activité de ’arginine déshydrogénase effectuée sur les souches isolées, sur milieu
Moeller a révelé que seules les souches LCO2, LCO5, LCO7, LCB1, LCD6, LCT1, LCT2, et
LCTS sont ADH positive. Le reste des souches sont dépourvues d’arginine dihydrogénase
alors que la souche LCT3 a révélé un résultat intermédiaire (tableau 9).
3.1Fermentation des carbohydrates

La détermination des genres et des espéces bactériennes, réside essentiellement dans
leur capacité a fermenter les sucres en acide lactique et autres acides organiques. Le résultat
du profil fermentaire révele une diversité métabolique des carbohydrates chez les isolats
obtenus (tableau 14).

4. Discussion générale

La différenciation entre les espéces repose sur la base des différentes températures de
croissance, de I’hydrolyse de 1’arginine, le type fermentaire et essentiellement sur leur faculté
a fermenter difféeremment les carbohydrates. Les isolats de bactéries lactiques appartiennent
aux groupes suivants:

» Coques lactiques

Les souches LCO3, LCO4, LCO5, LCB3, LCD6, LCT2, LCT3, LCT5 et LCT7
peuvent croitre a 45°C, thermorésistantes et qui ont la capacité de pousser en présence de
6.5% de NaCl et a pH 9.6 se rapproche du genre Enterococcus selon Shattock (1963).

Les souches LCO2, LCO6, LCO7, LCB1 et LCT7 qui ne poussent pas en présence de
6.5% de NaCl et sont thermosensibles, on les classe dans le genre des Lactococcus.

Une étude réalisée par Karam (2006) a mis en évidence la présence dans le lait de
chamelle, des espéces lactococcus lactis ssp lactis et lactococcus lactis ssp cremoris ayant une

capacité inattendue de résister a une concentration de 6,5% de Nacl.
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Tableau 14 : le profil fermentaire de sucres .
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» Les lactobacilles

La forme batonnet observé au microscope, le type de la coloration de Gram (+) et la
catalase négative, nous ont orientés pour classer sept isolats dans le genre Lactobacillus. La
division classique des lactobacilles a été basée sur leurs caractéristiques fermentaires :

(1)homofermentaire obligatoire .

(2) hétérofermentaire facultatif.

(3) hétérofermentaire obligatoire (Stiles et Al, 1997).

Les tests biochimiques et physiologiques et les profils fermentaires des sucres enregistrés
(Tableau 14) sont comparés avec celui des souches de référence et nous a amené a définir les
différentes especes.

Les souches LCO1, LCD3 et LCD2 sont hétérofermentaires et mesophiles, elles
fermentent tous les sucres testés sauf le sorbitol et le rhamnose. Selon DE Roissart et Luquet
(1994), Lb. plantarum est capable de fermenter le saccharose, le mannitol, le maltose et le
lactose. Cela permet de les identifier comme étant Lb. plantarum.

La souche LCT4, LCB2 et LCO8 aptes a se développer a 10°C, elles sont
homofermentaires. Elles dégradent le mannitol, le maltose et difféeremment le lactose et le
saccharose, propriétés trouvés chez Lb. paracasei ssp. paracasei.

Les souches LCD5 pousse a 10°C et a 45°C. Elles possédent une capacité a fermenter le
mannitol, le lactose, le maltose et le sucrose. Ces caractéristiques sont rencontrées chez Lb.
rhamnosus. Elles produisent le CO a partir du glucose. Selon StileS et Holzapfel (1997), Lb.
rhamnosus est classée dans le groupe des lactobacilles hétérofermentaire facultatifs.

Karam (2006), a montré la présence de Lb. plantarum comme seule espéce de
lactobacilles retrouvée dans des échantillons de lait de chamelle étudiés. Cette espéce lactique,
réputée étre habituellement I’hote de plantes, a été signalée comme espéce majoritaire de la flore
lactique des laits crus de vache, de brebis ou de chévre mais toujours auprés d’autres
lactobacilles, comme par exemple Lactobacillus casei ou Lactobacillus brevis (Bouix et Leveau,
1988).

L’identification des souches en formes de coccobacilles n’est pas réalisée en raison de
leur forme morphologique intermédiaire qui rend 1’orientation de leur classification difficile d’ou
I’intérét d’utiliser une méthode d’identification qui se base sur d’autres critéres autre que la

morphologie.
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4.1 - ldentification par MALDI-TOF
Neuf souches bactériennes isolées ont été soumise & une analyse de cellule entiere de
type MALDI-TOF MS. Cette analyse identifie les bactéries sur la base du criblage de pics
caractéristiques observés en tant que biomarqueurs pour l'identification des bactéries (Hollande
et al., 1996).En utilisant plusieurs souches de référence pour chacune des espéces, qui doivent
étre incluses dans la base de données (Williams et al., 2003 ; Chen, 2008).

Le logiciel MALDI BioTyper TM 2.0 a été utilisé pour le traitement des résultats, il peut
utiliser différentes banques de données pour produire, a partir des spectres, des listes de pics ou
des références de spectres. Le logiciel produit automatiquement les listes de pics a partir de tous
les spectres et extrait les pics typiques qui sont présents dans les spectres répertoriés pour une
espece donnée. Quelques spectres de masse des souches identifiées sont représentés dans les

figures suivantes.

Figurel5 : Spectre de masse de la souche LCD5
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Figurel6 : Spectre de masse de la souche LCT7
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Les souches bactériennes isolées sont identifiees est classees selon un score
d’appariement et de fiabilit¢ d’identification, basé sur les masses identifiées et la corrélation de
leurs intensités. Un score supérieur a 2,000 (ou compris entre 2,000 et 3,000) indique une bonne
fiabilité et une forte probabilité d’identification de 1’espéce.

Tableau 15: identification des espéces bactériennes par MALDI TOF/MS.

Souches isolées Identification MALDI SCORE
TOF

LCB3 Lactobacillus plantarum 2.054
LCB4 Enterococcus faecium 2.303
LCD3 Lactobacillus plantarum 2.145
LCD5 Lactobacillus plantarum 2.299
LCT1 Enterococcus faecium 2.041
LCT2 Not found

LCT5 Not found

LCT4 Lactobacillus paracasei 2.145
LCT7 Enterococcus faecium 2.312

Ces résultats nous ont permis I’identification au rang de I’especes 7 isolats sur les 9
testées (car score > 2,000). on peut conclure a ce stade que la spectrométrie de masse de type
MALDI-TOF est bien établie comme étant une méthode précise et rentable pour I'identification
des especes bactériennes. Nous remarquons une dominance du genre lactobacillus (4 souches),
suivi du genres Enterococcus (3souches) dans les échantillons étudiés. Donc une présence
presque équivalente des genres Lactobacillus et Enterococcus . avec I’absence de identification
de deux souches (not found) Cette composition n’est pas trouvée dans la bibliographie, cela est
da au type de lait utilis¢ (I’espece laitiere) mais aussi de ’environnement dont il est issu
(Poznanski et al., 2004).

D’apres nos résultats nous remarquons que toutes les espéces appartiennent au méme
genre préalablement identifi¢ par la méthode phénotypique ce qui implique I’existence d’une
parfaite concordance entre les deux techniques. ces resultats sont similaires aux études réalisées
par plusieurs auteurs ou ils mettent en évidence les performances du MALDI-TOF comparés a

certains systémes d’identifications de référence. Blondiaux et al. (2013) retrouvent 264 isolats
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sur un total de 362 (73%) en parfaite concordance entre la technologie MALDI-TOF et le
systeme vitek 2. Dauxalder et al (2011), montrent une identification cohérente avec
I’identification biochimique dans 94,4% (soit 305 isolats sur 323). Ils ajoutent que, seulement
"quatre souches se révélerent impossibles a identifier par le MALDI-TOF et 14 présenterent des
identifications discordantes".

Au cours des dernieres années la spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS) a
révolutionné l'identification systématique des bactéries. L'identification rapide et fiable des
bactéries associées a des aliments, en particulier, I'identification des bactéries lactiques impliqué
dans la production d'aliments fermentés est d'une importance cruciale pour la qualité du produit
(Doan et al., 2012, Pavlovic et al., 2013).Les bactéries lactiques alimentaires peuvent étre
identifiées en utilisant MALDI-TOF MS, et son application pourrait étre étendue a d'autres
matrices alimentaires (Angelakis et al., 2011).

De nombreuses études ont compareé la technique spectrométrique aux techniques utilisées
traditionnellement dans les laboratoires de microbiologie. Toutes concluent que le MALDI-TOF
MS surpasse les techniques conventionnelles tant dans la qualité de 1’identification des bactéries,
qu’elles soient courantes ou moins fréquentes, que dans le taux de mauvaise identification
observé, généralement négligeable pour le MALDI-TOF MS (Martiny et al., 2010 ; Cherkaoui
et al., 2011). Les résultats d’identification obtenus par le MALDI-TOF MS (95 % - 97,4 %
d’identifications correctes) sont comparables, voire meilleurs, a ceux des méthodes
phénotypiques (75,2 % - 92,6 %) (Basile et al., 1998 ; Demirev et al., 1999) malgré 1’existence

de quelques différences entre les deux techniques citées par Wieser et al. (2012)
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L’objectif de notre travail est d’isoler purifier et identifier des souches de bactéries lactiques
provenant de lait de chamelles de quatre régions du sud du pays : Ouargla, Djelfa, Béchar et
Tindouf. Et d’évaluer I’apport de techniques biomoléculaire le MALDI TOF/ MS dans
I’identification bactérienne.

L’isolement des bactéries lactiques sur le milieu MRS et M17 a permis d’étudier les
caractéres physiologiques et biochimiques et les profils fermentaires de 27 souches dont
I’ensemble font partie des genres: Entérococcus qui est le genre le plus dominant, et
Lactobacillus , et Lactococcus.

Les principaux résultats obtenus au cour de notre travail sont :

Les souches LCO3, LCO4, LCO5, LCB4, LCD6, LCT1, LCT3, LCT5 et LCT7 peuvent
croitre a 45°C, thermorésistantes et qui ont la capacité de pousser en présence de 6.5% de NaCl
et & pH 9.6 se rapproche du genre Enterococcus .

Les souches LCO2, LCO6, LCO7, LCB1 qui ne poussent pas en présence de 6.5% de
NaCl et sont thermosensibles, on les classe dans le genre des Lactococcus.

Les souches LCB3, LCD3 et LCD5 sont hétérofermentaires et mésophiles, elles
fermentent tous les sucres testés sauf le sorbitol et le rhamnose. Lb. plantarum est capable de
fermenter le saccharose, le mannitol, le maltose et le lactose. Cela permet de les identifier
comme étant Lb. plantarum.

La souche LCT4, LCB2 et LCO8 aptes a se développer a 10°C, elles sont
homofermentaires. Elles dégradent le mannitol, le maltose et difféeremment le lactose et le
saccharose, propriétés trouvés chez Lb. paracasei ssp. paracasei.

Neufs souches bactériennes isolées ont subit une analyse MALDI TOF/MS et septs
souches ont été identifiées au rang de 1’espéce. 11 s’agit de :

-LCD5, LCD3, LCB3 : Lactobacillus plantarum

-LCT4 : Lcatobacillus paracasei ;

-LCT1, LCTS5, LCB4 : Enterococcus faecium.

La combinaison d’approches phénotypiques et moléculaires (MALDI-TOF MS) nous a
permis de mettre en évidence la présence de communautés bactériennes diversifiées. La
concordance entre ces deux approches confirme la fiabilité¢ de I’identification par MALDI-TOF
MS. D’aprés nos résultats nous pouvons dire que cette technique d’identification constitue un

outil majeur dans la routine de microbiologie alimentaire. Cette méthode, peu colteuse, permet
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en quelques minutes, d’obtenir une identification précise et fiable et au final d’optimiser la prise

en charge des échantillons.
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ANNEXE

Annexe 1
1. Mateériels
1.2. Verrerie
eBoites de pétri
eTubes a essai
ePipette Pasteur
eEprouvettes, fioles, bécher, pipettes
Appareillage :
Bain Marie : pour liquéfier les milieux de culture.
Balance de précision : Pour peser des ingrédients de milieux de culture.
Distillateur
Etuve 44°C : Pour I’incubation des boites ensemencées.
Etuves (30 et 37°C) : Pour I’incubation des boites ensemencées.
Four Pasteur : Pour la stérilisation (par lachaleur séche : 180°C/20min) des équipements en
verrerie (erlenmeyers, tubes dans des centenaires).
L’Autoclave : Pour stérilisation (par la chaleur humide : T°120C/15min) des équipements en
verrerie ainsi que des milieux de culture.
PH-métre
Microscope Optique : observation des bactéries aux différents grossissements
Plaque chauffantes agitatrices : Faire agiter les milieux de culture durant leur préparation
jusqu’a I’ébullition.

Réfrigérateur : Pour la conservation des milieux de culture.
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ANNEXE 2 : QUELQUE MATERIEL UTILISEE

- g BT

Figure 15 : Refregerateur (originale ). Figurel6 : plague chauffante (originale ).

Figure 17 : Bain marie (originale).  Figure 18 : Micropipette de 1000ul(originale).

69



ANNEXE

Figure 21 :L’appareil de MALDI TOF et son unité informatique (originale).




ANNEXE

Annexe 3

»  Composition et la préparation des milieux de culture, et tampons
»  Préparation des milieux de culture
- Mettre en (*) g de milieu de base déshydraté dans (**) litre d’eau distillée déminéralisée.
-Porter lentement le milieu & ébullition sous agitation constante et I’y maintenir durant le
temps nécessaire a sa dissolution.
- Répartir en flacons, a raison de 110 ml par flacon.
- Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
(*) Et (**) la quantité et le volume portés sur I’étiquetage des produits déshydraté
- Revivification : La revivification des souches a était faite sur des milieux liquides (MRS ou
M17).
1. Composition et préparation du milieu de culture MRS(Gélose de
Man, Rogosa, Sharpe, 1960)

1.1: composition (g/l) : Pour 1 litre de milieu

- POIYPEPIONE. ...t 10,00 g
- Extrait de VIande ..........ccooveiiiieiiecr e 10,00 g
- Extrait autolytique de IEVUIE .........ccooveiieiiic e 5,009
- GIUCOSE. ...ttt be e e 20,00 g
- TWEEN 80...uuviieiiiiie ettt e s sab b 1,089
- Phosphate dipotaSSIQUE ........cccoververierierireiieeeeee e 2,009
- Acétate de SOdIUM........ccviiieiiie e 5,009
- Citrate d’ammONIUML.........c.eeriiiiieriieeiieiie et eiee e ens 2,009
- Sulfate de MagN@SIUM. ..o s 0,209
- Sulfate de MaNgaNESE. .........coveiiiiiiiiie e 0,059
- Agar agar bactériologique ............ociiiiiiiiiii 15,00 g

PH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 5,7 + 0,1

»  Geélose MRS : Bouillon MRS additionne de gélose a raison de 1.5
%
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1.1  : préparation

- Mettre en suspension 70,3 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée.

- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et 1’y maintenir durant le
temps nécessaire a sa dissolution. Une liquéfaction partielle de 1’agar entrainera inévitablement
une altération significative de la consistance du gel du milieu solidifié, aprés stérilisation et

refroidissement. La stérilisation du milieu est réalisée a I’autoclave a une température a
120°C/20mn.

Figure 22 : le milieu de culture MRC gélose (originale).
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Figure 23 : le bouillant MRC (originale).

2 .Composition et préparation du milieu de culture de Moeller
2.1: composition (g/l)

- Extrait de levure ..o 3g

- L-ornithine (monochlorhydrate)

- L-arginine (monochlorhydrate) ...................... 5 g (suivant le cas)
- L-lysine (monochlorhydrate)

- GIUCOSE .. e lg
- Bromocrésol pOUrpre .........coveriiiiiiiiieeiieeene 0,16 mg
- Ethanol .......cooomiii e 1 ml
- Chlorure de sodium ... ..o 5¢g
- pH =6,8

o Ce milieu est présenté en petits tubes fins ce qui favorise I'anaérobiose.
Remarque : I'extrait de levure (peptone de levure) apporte des acides amines et des facteurs de

croissance en particulier le pyridoxal, coenzyme des décarboxylase
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3 .Composition et préparation du milieu de culture M17- gélose
3.1: Composition (G/L)

STRYPTONE ottt ettt et et et e e e e e e e 2,5G.
-PETONE PEPSIQUE DE VIANDE. ...t 2,5G.
-PEPTONE PAPAINIQUE DE SOJA ... 5G.
-EXTRAIT AUTOLYTIQUE DELEVURE ..o 2,5G.
SEXTRAITDE VIANDE ..ottt e 5G.

S ACTOSE ettt e 5G.

-SODIUM GLYCEROPHOSPHATE ...uitiiiieiieeiteiiieeeieenaeenannns 19G.
“MAGNESIUM SULFATE ...ttt et 0,256G.

=ACIDE ASCORBIQUE ... .iuittitit et eeeeeeee e, 0,5G.
SAGAR AGAR .ttt e 156G.

-PH DU MILIEU PRET A L'EMPLOI A25°C :7,1+£0,2
« Ce Milieu Est Utilise Pour Le Dénombrement Des Streptocoques Lactiques

(Particuliérement Lactococcus Lactis) Dans Les Produits Laitiers.

4.Composition Et Préparation Du Milieu Api 50 Chl (Ph 6,7 -7,1)
4.1: Composition (G/L)

- POlypeptone ........coouiiiii i 10G
- extrait de levure. .. ... 5¢g
- EWEEIN 80 ..t I ml
- Phosphate dipotasSiQUE..........cc.ecvevueeieeieciieie et 2g

- SOAIUM ACELALE. .. ..o uentieit i 5g
- Citrate d’ammOnium ...........o.eiiiiiniiiieie e eeeieeieieeeens 2g
- magnesium sulfate. ..o 0,209
- Sulfate de manganese ...............coevviiiir et evvceeeeee e 0,05g
- Bromocrésol pourpre ...... ..oooiiiii e 0,17 mg
- Bau distille ..o 1000ml
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5.Composition du Milieu hypersaccharosé

Extraitde viande.............ocooiiiiiiiiii 10g
Extraitde levure...........cccooiiiiiiiiiiii . 3g
Peptone......oooveiiii 2.5g
Saccharose .......c.ovviiiiiiiii 150g
K2HPOA. ..., 2g
Nacl e g
MgS04 TH20 ...vieiie e 0.2g
AT 159
Eaudistillé..........oooooiii 1000 ml

Autoclavage 120°C/ 20 minutes

Annexe 4 : Composition des diluants (g/l)
Eau physiologique peptonée

PEPIONE ..o 0,59
Chlorure de sodium ........ccccevveieeeeiiiiiee i 8,5¢
Eau distillée ........ooovveeiiiiii e 1000 mi

PH = 7,0 Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.
Eau physiologique 9 /ml
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Annexe 5

Guide d’utilisation de syst¢éme MALDI TOF

Tableau 15: tableau interprétatif de la cohérence d'analyse

Catégories Description
Cohérence a I’espéce : le profil de référence ayant le
score le plus élevé est classé en vert. les autres profils verts
A sont de la méme espéce que la premiere. Les profils
suivants jaunes sont au moins du méme genre que le premier.
Cohérence au genre : le profil de référence ayant le
score le plus élevé est classé en vert ou jaune. Les profils de
B score inférieur en vert ou jaune appartiennent au méme genre
que le score le plus haut. Les conditions de cohérence a
I’espéce ne sont pas remplies.
Pas de cohérence : Aucune cohérence a 1’espéce ou au
C genre (Veérifier les synonymies des noms ou les mélanges
d’especes).
Tableau 16: tableau interprétatif des scores de corrélation.
Score Description Symbole | Couleur
+
2,300 ... 3,000 | Forte probabilité d’identification a I’espéce o
Identification du genre sécurisée, identification probable a +
2,000 ... 2,299
I’espéce +
1,700 ... 1,999 | Identification probable au genre .\
0,000 ... 1,699 | Degré de confiance insuffisant pour 1’identification -
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