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Introduction

I ntroduction

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogene de microorganismes produisant de
I’ acide lactique comme produit principal du métabolisme. Elles sont partout dans la nature et
se trouvent aussi dans le systéme digestif de I’Homme, considérées comme inoffensives pour
I'Homme, elles sont impliquées dans un grand nombre de fermentations des produits

alimentaires en améliorant ains leurs conservation (Mofradj et al, 2007).

Les fromages sont généralement produits a partir du lait cru, ce dernier peut toutefois
contenir des bactéries pathogenes. Différentes bactéries peuvent alors étre présentes:
Salmonelles, Listeria monocytogenes et S. aureus (Pujol-Dupuy, 2004). Cette derniere est a
I’origine d’une intoxication alimentaire qui est due a I'ingestion d'une ou de plusieurs
entérotoxines produites dans un aliment contaminé par un staphylocoque (K érouanton et al,
2007).

Les lactocoques et |es lactobacilles connues pour leurs capacité a produire lors de leurs
croissances des composés actifs a savoir les acides organiques qui acidifient le milieu, des
dérivés du métabolisme de I’ oxygene (H,0,) et des substances naturelles de nature protéique
douées d’ une activité antagoniste al’ encontre d’ un grand nombre de germes d’ altération sans

modifier les propriétés organol eptiques du produit (Privat et Thonart, 2011).

En Algérie, un intérét particulier a été donné aux bactéries lactiques locales dont assez
de travaux sur ces bactéries des laits crus, ont été publiés (Karam, 1995 ; Zadi, 1998 ; Guessas
et Kihal, 2004; Idoui, 2008). De méme, des résultats de recherches sur la flore lactique du
beurre traditionnel de vache, de brebis et de chamelle, ont été couronnés par des publications
(Kacem et Karam, 2006 ; ldoui et Karam, 2008 ; Idoui et al, 2009). Cependant, peu de
travaux ont été publiés sur laflore lactique de fromage de chévre.

Pendant de nombreuses années, le lactosérum a été considéré comme un déchet
encombrant, un sous-produit des fromageries et caséineries. Il constitue pour la flore de la
panse un apport important de lactose, sucre rapidement fermentescible en acide lactique, lui-
méme trés vite métabolisé, principalement en acide gras volatils, a condition que les
microorganismes du rumen aient été adaptés a ce nouvel aliment (Sottiez, 1985).



Introduction

L’ objectif de notre travail consiste a:

Mettre en évidence le pouvoir antagoniste des souches Lc. lactis et Lb.plantarum en
culture pure ou mixte a I’égard de la souche Saureus dans le fromage de chévre conservé
dans le lactosérum, et cela apres la mise au point des fromages de chévre au lait cru ou stérile

conserveé ou non dans le lactosérum.
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l. Lesbactérieslactiques
1.1. Généralités

Décrites pour la premiére fois par Orla-Jensen au début du XX*™ siécle, les bactéries
lactiques constituent un groupe hétérogéne, qui n'est pas clairement défini du point de vue
taxonomique. Elles rassemblent en effet un certain nombre de genres qui se caractérisent par
la production de quantités importantes d'acide lactique a partir des sucres, liée a un
meétabolisme exclusivement fermentaire (Pilet et al ., 2005).

Elles sont des Gram positif, anaérobies facultatives, généralement immobiles,
asporulées, catalase négative, oxydase négative et nitrate réductase négative. Elles ont des
exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les
sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Hogg, 2005).

Les bactéries lactiques présentent des activités métaboliques assez diversifiées et une
capacité d adaptation a différents environnements. Cette diversité est responsable de leur
large gamme d’ applications al’ échelle industrielle (Streit et al ., 2007).

Les bactéries lactiques ont été utilisées pendant des siécles pour la fermentation des
aliments et, par consequent, de mieux les préserver. Considéré comme inoffensif pour
I'Homme, leur utilisation sest largement répandue dans l'industrie alimentaire. En effet, le
développement des nouvelles technologies de biologie cellulaire ouvre des opportunités pour
I'utilisation de ces bactéries comme agents bio-thérapeutiques. Ces espéeces produisent des
protéines hétérogénes tels que les enzymes (lipase, lactase, estérase), des médiateurs
chimiques (hormones et interleukines) et des molécules capables de stimuler des repenses
immunitaires locales (M ofredj et al ., 2007).

Elles permettent, par leur métabolisme, d'augmenter la durée de conservation d'origine
des denrées et de leur conférées une saveur et une texture différente (Badis et al ., 2005). Ces
bactéries ont la capacité de fermenter les sucres (glucose, fructose, mannose, galactose,
saccharose et lactose) en acide lactique, elles ne produisent pas de pseudo-catalase et
possedent un métabolisme anaérobie strict ou aérotolérant en raison de I’ absence de chaine
respiratoire (M akhloufi, 2011). Elles sont impliquées dans un grand nombre de fermentations
spontanées de produits alimentaires, ce qui a conduit ala reconnaissance de leur statut GRAS
(Dortu et Thonart, 2009).

Les bactéries lactiques sont connues pour leur capacité a produire lors de leur
croissance des composes actifs a savoir les acides organiques qui acidifient le milieu, des

dérivés du métabolisme de I’ oxygene (H,0,) et des substances naturelles de nature protéique
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douées d'une activité antagoniste a I’ encontre d’ un grand nombre de germes d’ atération et
pathogénes, leur permettant de se développer préférentiellement dans divers écosystémes.
Parmi ces substances synthétisées, des peptides dénommeés bactériocines. Elles présentent une
activité bactéricide ou bactériostatique. Leur spectre d’ activité peut étre plus ou moins large,
guelquefois limité aux especes proches phylogénétiquement des bactéries productrices
(Alloucheet al ., 2010).

Leur ADN présente un pourcentage de G + C compris entre 30 et 60% et une taille de
génome comprise entre 1,8 et 3,3 Mpb (Makhloufi, 2011).

Les différentes bactéries lactiques utilistes en fromagerie appartiennent
principalement atrois genres : Lactobacillus, Lactococcus et Sreptococcus. Ces trois genres
microbiens se différencient particulierement par leur température optimale de croissance et
leur propriété acidifiante (Drider et Préost, 2009).
|.2. Taxonomie et classification

La taxonomie des bactéries lactiques est pour longtemps basée sur leurs propriétés
morphol ogiques, physiologiques et biochimiques (Olaoye et al ., 2009).

Actuellement on fait appel a des techniques génétiques et moléculaires. Plusieurs
méthodes ont été également utilisées pour caractériser les bactéries lactiques telles que
I’ estimation du contenu en GC%, | hybridation ADN /ADN, et le séquencage deI’ARNr 16 S
(Ukeyima, 2010).
|.3.Habitat

Les bactéries lactiques sont ubiquistes tres fréquentes dans la nature. Elles se
retrouvent dans différentes niches écologiques comme le lait et les produits laitiers, les
végétaux, la viande, le poisson, les mugueuses humaines et animales ainsi que dans le tractus
digestif, ce qui explique leur température de croissance hétérogene. Les bactéries lactiques
présentent des activités métaboliques assez diversifiées et une capacité d adaptation a
différents environnements. Cette diversité est responsable de leur large gamme d’ applications
al’échelleindustrielle (M akhloufi, 2011).
|.4.Genre Lactobacillus

Les lactobacilles sont des cellules allongées, réguliéres en forme de batonnets ou
coccobacilles isolés ou en chainettes, de taille variable, asporulées, immobiles ou mobiles
gréce a des flagelles péritriches, anaérobies facultatifs. Leurs exigences nutritionnelles (source
de carbones, d’ azote, vitamines...) et leurs températures de croissance sont tres variables

d’ une espéce a I’autre dont le maximum peut atteindre 53- 55°C, leurs pH optimal de
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croissance est entre 5,5 et 6,2. Leurs pourcentages en GC sont de 36 a 47 (de Roissart et
Luquet 1994 ; Drider et Préost ,2009).

Les lactobacilles sont largement utilisés dans I'alimentation et I'industrie pharmaceutique en
raison de leurs propriétés benéfiques (Ghobadi et al, 2010).

Leur mode de fermentation donne lieu & une classification répartie en trois groupes distincts :

» Le groupe |: regroupe les lactobacilles homofermentaires stricts qui ne fermentent
gue les hexoses par la voie d Embden-Meyerhof en produisant exclusivement du lactate. Ce
groupe comprend notamment Lb. acidophilus, Lb. farciminis, Lb. johnsonii, Lb. amylovorus,
Lb. paralimentarius, Lb. Delbrueckii subsp. delbrueckii, Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. nantensis;

» Legroupell: renferme les lactobacilles hétérofermentaires facultatifs qui fermentent
les hexoses, mais aussi les pentoses en lactate et acétate par la voie d Embden-Meyerhof. Il
s agit en particulier de Lb. alimentarius, Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. plantarum, Lb. graminis,
Lb. paracasei, Lb. paraplantarum, Lb. pentosus, Lb. sakei. Ces especes bactériennes sont
présentes dans les végétaux fermentés comme I’ ensilage et dans les produits carnés et laitiers
fermentés;;

> Legroupelll: regroupe les lactobacilles hétérofermentaires stricts qui fermentent les
hexoses en lactate, acétate (ou éthanol) et CO,. Les pentoses aussi sont fermentés en lactate et
en acétate. Ces Lactobacilles ont un faible pouvoir acidifiant et produisent des substances
aromatiques. Il s'agit notamment de Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. fermentum, Lb. hilgardii,
Lb. fructivorans, Lb. panis, Lb. pontis, Lb. reuteri, Lb. hammesii, Lb. sanfranciscensis,
Lb.spicheri, Lb. Kimchiiet Lb. Frumenti (Privat et Thonart, 2011).

% Lb. plantarum
Lb. plantarum est une bactérie a Gram positif, non pathogéne, qui se trouve fréguemment,
spontanément et en grand nombre dans les aliments fermentés, particulierement d’origine
végétale (Droualt et Corthier, 2001). Elle a une capacité saisissante de fermenter de
différents hydrates de carbone. Elle peut posséder |'activité de tannase et peuvent également
meétaboliser les acides phénoliques (Goran Molin, 2006).
|.5.Genre L actococcus

Les lactocoques sont des bactéries en forme de coques, en paire ou en courtes chaines.
Elles présentent un métabolisme homofermentaire facultatives c'est-adire qu'elles
consomment les sucres par la vois glycolytique en produisant exclusivement I’ acide lactique
sous sa forme L+. Cependant, certaines espéces sont capables, dans certaines conditions de

pH, de source carbonées disponibles, de cultures (aérobie/anaérobie, carences nutritionnelle
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...) d'utiliser une vois hétérofermentaire via la voie des pentoses phosphates (Drider et
Préost, 2009).

Les lactocoques sont trés majoritairement mésophiles, leur température optimale de
croissance est 30°C, capable de se développer a 10°C mais pas a 45°C. Quelques espéces
produisent des exopolysaccharides et des bactériocines. Elles sont capables de se dével opper a
3% de bleu de méthylene et d’ hydrolyser I'arginine (Tamime, 2002).

% Lc. lactis

L’ espece Lc. lactis est isolée pour la premiéere fois a partir du lait fermenté par Lister
en 1873 et reconnue comme un agent primaire de I’ acidification du lait caillé (Bekhouche,
2006). Elle est utilisée comme modéle pour la recherche fondamentale (premiére bactérie
lactique dont le génome a entiérement été séquenceé), et également la seule espece de son
genre microbien a étre volontairement utilisée en fromagerie.

Cette bactérie acidifie assez lentement mais permet en revanche des abaissements de
pH autour de 4,2. L’auxotrophie est une caractéristique spécifique pour compenser cette
limitation, elle posséde une protéase, porté par un plasmide, lui permettant une utilisation
optimisée des peptides du milieu dans lequel €lle croit (oligopeptide) (Drider et
Préost ,2009).

II. Staphylococcus aureus

1.1 Historique

Jusgqu'en 1870, les staphylocoques étaient connus comme étant la cause des
inflammations de la peau, ce n'est qu'en 1884 qu'ils ont été associés aux intoxications
alimentaires, lorsque Vaughan et Sternbeg ont isolé le germe d' un cheddar lié a 300 cas
d’intoxication alimentaire dans le Michigan. En 1954, la relation entre |es empoisonnements
alimentaires a Staphylococcus aureus et la production de toxines a été établie par Baber
(Elliot, 2001).

Il .2 Classification et taxonomie

Le genre Saphylococcus appartient au phylum des Firmicutes, a la classe des bacilli,
ordre des Bacillales, famille des staphylococcaceae (Bergey’s manuel, 2007).

Le genre Saphylococcus dispose de plus d une trentaine d’ especes divisées en deux
groupes selon leur aptitude a produire une coagulase. Actuellement sept especes de ce genre
sont coagulase positive S. intermidius, S. lutrae, S. schleiferi subsp. Coagulans, S. delphini,
Shycus, Saureus subsp.aureus et S. aureus subsp anerobius (Taponen et Pyorala, 2008).

11.3. Caractéristiques générales
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S aureus est une bactérie Gram positif de 1pm de diameétre, donnant des colonies jaune-
doré caractéristiques due a la production de pigments caroténoides. A |'examen
microscopique, elle apparait sous forme de petites coccies en paires, petites chainettes ou en
amas donnant |’ aspect de grappes (figure 1), saparoi cellulaire est formée de trois constituants
majeurs : le peptidoglycane composé d’unités répétitives de N-acetylglucosamine B-1-4 liées
a l'acide N-acétylmuramique, des acides téchoiques au ribitol liés via des N-
acétylmanosaminyl f1-4-N-acetylglucosamine au muramyl-6-phosphate, et la protéine A, lice

au peptidoglycane par liaison covalente (Bhunia, 2008).

Figure 1: Observation au microscope éectronique de S aureus (Agneés, 2013).

S aureus ne forme pas de spores et peut donc étre facilement éiminé par traitement
thermique. Cependant, dans les cas de fabrication de produits a partir de lait cru ou de cas de
contaminations postérieures au traitement thermique, cette caractéristique ne permet pas de
s affranchir du risquelié a S aureus.

S aureus est une bactérie anagrobie facultative, mésophile, neutrophile et halophile.
Son optimum de croissance se situe a une température d’ environ 37°C avec un pH Compris
entre 6 et 7, mais elle est capable de se développer a des températures comprises entre 7 et
48°C et ades pH comprisentre 4 et 10 (Charlier et al ., 2009)

La croissance de S. aureus est possible dans des milieux présentant une activité de
I"’eau (AW) trés faible (0,83), avec un optimum quand I’ AW est supérieure a 0,99 (Bennett,
2001). La bactérie est aussi capable de supporter des concentrations en chlorure de sodium
allant jusqu’'a20 % (Charlier et al ., 2009).
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L es bonnes capacités d’ adaptation évoquées précédemment permettent & S. aureus de
coloniser la peau et les muqueuses des étres humains et des animaux. Il aaussi éé montré que
S aureus était capable de survivre, entre autres, dans la poussiére, sur les tissus, sur le verre
ou les surfaces vitrées ainsi que sur les sols (Todd et al ., 2009). Et comme en témoignent les
nombreux aliments impliqués dans des cas de TIAC par S. aureus, |a bactérie se développe et
produit des toxines entre autres sur les viandes, dans des produits de charcuterie, les
préparations a base d’ ceufs et les produits laitiers. S aureus est responsable ou suspecté dans
68% des cas de TIAC par les produits Laitiers (Delmas et al ., 2006).

I1.4. Toxicitéde S. aureus

S aureus peut étre la cause de différentes infections chez I'Homme. Il est impliqué
dans les infections cutanées plus ou moins localisées. Il est responsable d'infections
nosocomiaes (Grundmann et al, 2002), et sa résistance aux antibiotiques en particulier ala
meéthicilline est une préoccupation majeure. Sa virulence est liée a la production d enzymes
(tableau 1), de toxines, a la présence de protéines de surface, de protéines de liaison au
fibrinogéne et sa capacité a former des biofilms par production d' exopolysaccharide (Fox et
al, 2005; Oliveira et al ., 2006).

Tableau | : lesfacteurs de virulence de staphylococcus aureus (Novick, 2003).

Facteursdevirulence Propriété et fonction
Toxines
Hémolysine a, B, v Action sur lamembrane cellulaire. Effet
cytotoxique et/ou cytolytique.
Leucocidinepanton-valentin Action lytique sur les leucocytes, induction

de nécrose callulaire.

Exfoliative A et B Epidermolyse, activité mitogene sur les
lymphocytes T, responsable de

staphylococcies cutanées bulleuses.

Toxine du syndrome du choc toxique Activité superantigénique, responsable du
(TSST) syndrome du choc toxique.
Entérotoxines A-E (SEA- SEE) Activité superantigénique et émétique ;

impliquées dans les intoxications
alimentaires.
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Suite au tableau | : les facteurs de virulence de staphyl ococcus aureus (Novick, 2003).

Enzymes

Coagulaselibre Coagulation du plasma, réle protecteur

contre la phagocytose.

Enzymes modifiant les acides gras (FAME) | Estérification des acides gras.

Lipase /estérase Hydrolyse des lipides, role nutritionnel.

Staphylokinase Active le plasminogene en plasmine et

provoque lalyse de lafibrine.

Nucléases 5’ phosphodi esterase exo et endonucl éase
active sur les acides nucléiques, role

nutritionnel.

Hyaluronidase Lyse des tissus conjonctifs ; diffusion
tissulairede S. aureus.

PI-phospholipase C

Cystéine protéase

Composés de surfaces

Protéine A Fixe le fragment Fc desimmunoglobulines ;
résistance ala phagocytose.

Fibronectine binding protein A et B Liaison alafibronectine ; adhésion et
colonisation.

Proténe de liaison au fibrinogene Fixation au fibrinogéne ; adhésion et
colonisation

Protéine de liaison au collagéne Fixation au collagéne ; colonisation.

Cumping factors A et B Fixation au fibrinogéne ; colonisation.

Polysaccharide de capsule L utte contre la phagocytose.
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I1.5. Lestoxi-infectionsalimentaires

La toxi-infection alimentaire staphylococcique (TIA) est une intoxication due a
I"ingestion d’une ou de plusieurs entérotoxines produites dans un aliment contaminé par un
staphylocoque (Kérouanton et al ., 2007). La dose infectieuse d enterotoxine-
staphylococcique est d’ environ 1ng/ g de nourriture, ce taux est atteint lorsque la population
de S aureus excéde les 10° cellules/ g. La concentration d’enterotoxine SEA requise pour
provoquer une TIA chez I’ ére humain est de 200ng/ kg. SEB est également tres toxique, une
dose de 0 ,4ug/kg est susceptible de provoquer un choc toxique chez 1’humain (Bhunia,
2008).

Les fromages ne sont pas épargnés par ce type de contamination. Récemment, la
caractérisation de 33 souches de S. aureus isolées de 31 cas de TIA recensées entre 1981 et
2002 en France et impliquant aussi bien des aliments cuisinés que des fromages a mis en
évidence que 31 de ces souches étaient d’ origine humaine (biotype humain) (K erouanton et
al ., 2007), mettant ains en cause le personnel ayant manipulé ces aliments. De récents
rapports de TIA au Japon ou au Brésil incriminent le personnel des usines de
conditionnement de lait et de production de lait en poudre ou de fromages dans la
contamination (Asao et al ., 2003). Bien que la source de contamination des aliments par un
pathogene soit le plus souvent humaine, le lait cru peut aussi étre un vecteur de pathogene

dans des cas de TIAC impliquant des produits laitiers.
IIl.Fromagefrai au lait cru dechevre
[11.1 Lait dechevre

[11.1.1 Définition

D’ apres le congrés international de la répression des fraudes qui s est tenu en 1909, le
lait est définit comme suit « le lait est le produit intégral de la traite totale et ininterrompue
d’'une femelle laitiere, bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit étre recueilli
proprement et ne pas contenir de colostrum ». Certaines propriétés du lait de chevre sont
connues pour étre avantageux par rapport a ceux du lait de vache, soit pour certaines
intolérances au lait de vache chez les jeunes enfants et nourrissons soit pour sa meilleure
digestibilité, ou dans I’ alimentation des personnes agees . Le lait de chevre ne contient pas de
B caroténe ce qui lui confére sa couleur blanchatre matte avec une odeur assez neutre dite

caprine. 1l aune saveur doucétre, agréable et sans grumeaux (Melo et al ., 2013).
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[11.1.2 Composition du lait de chevre
Tout comme tous les laits, le lait de chévre est un liquide blanc composé de lipides en
émulsion sous forme de globules, des caséines en suspension colloidales, de protéines du

serum en solution colloidale, de lactose et des minéraux en solution (tableau I).

Tableau I1: Composition du lait cru de chevre en comparaison avec le lait de vache (pour
100g du lait) (Agnihotri et Prasad, 1993).

Composition Lait dechevre Lait devache
Eau (%) 86,8 87,5
Energie (%) 72 67
Protéine (%) 33 3,2
Matiére grasse (%) 45 4,1
Glucides (%) 4,6 4.4
Minéraux (%) 0,8 0,8
Calcium (mg) 170 120
Phosphor e (mg) 120 90
Sodium (mg) 11 16
Potassium (mg) 110 140
Fer (mg) 0,3 0,2
Vitamine A (Ul) 182 174
Vitamine C (mg) 1,0 2,0
Thiamine (B1) (1Q) 50 50
Riboflavine (B>) (1Q) 40 190
Niacine (B3) (1Q) 300 100
Acidefoliquelibre (By) (LQ) 0,5 5,6
Acidefoliquetotale (ug) 1,3 8,5
Caobalamine (B12) (1Q) 0,05 0,14

11



Synthese bibliographique

[11.2  Fromagefraisdechévre

[11.2.1 Dé&finition

La dénomination « fromage » est réservée, selon le décret n° 88-1206 du 30 décembre
1988, au produit fermenté ou non, affiné ou non, obtenu a partir de matiéres d'origine
exclusivement laitiere (lait, lait entier, lait partiellement ou totalement écréme, creme, matiere
grasse, babeurre), utilisées seules ou en mélange, et coagulées en totalité ou en partie avant
égouttage ou aprés élimination partielle de leur eau (Rousseau, 2007).

Le mot fromage vient du latin formaticums signifiant qu’'il est fabriqué dans une
forme appel ée moule ou forma (Rousseau, 2007).

Les fromages constituent d’ excellentes sources de calcium. Toutefois le taux de
calcium varie en fonction de la teneur en eau et du mode de fabrication (Dillon et Berthier,
2006).

La saveur caractéristique des fromages au lait de chévre est principaement due a
composeés volatils. En outre, |'utilisation du lait cru dans le processus de fabrication améliore

les volatiles dans le fromage (Delgado et al ., 2011).

[11.2.2.Valeur nutritionnélle

Les fromages de chévre en particulier offrent non seulement une grande diversité
deformes, de textures et de godts, mais aussi des qualités nutritionnelles et santé, ils

participent au bon équilibre de notre alimentation (tableau I11).

Tableau |11 : Valeurs nutritionnelles pour une portion de 100 g (Millward, 2012).

Composants Quantité

Vaeurs énergétiques 268 kCals
Eau 60.75 g
Proténes 18529
Glucides 0.89g
Lipides 21.08 g
cendres 158 ¢
Calcium 140 mg
Vitamine B12 0,19 pg
Vitamine A 54 ng
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V. Lactosé&rum

IV.1. Généralités

Découvert il y a environ 3000 ans. En plus d'étre apprécié comme agent médicinal
dansle 17°™ et 18"™siécle, le lactosérum a été principalement considéré comme un déchet de
I'industrie laitiére, et donc destinée & la gouttiére moins chére. Dans lafin du 20°™ siécle, la
réglementation empéche I'éimination du lactosérum non traité. Dans le méme temps, la
reconnaissance de la valeur des composantes du lactosérum est accélérée. La science moderne
a démélé les secrets des protéines de lactosérum, et elle a établi une base solide pour leur
valeur nutritionnelle et fonctionnelle. En paralléle, les progres technologiques a exploiter cette
connaissance fondamentale, qui se manifeste comme avancés de traitement de lactosérum
régimes. Ces progres se sont poursuivis dans le début du 21e siécle en mettant I'accent plus

sur la fonctionnalité biologique des composantes du lactosérum (Smithers, 2008).

IV.2 Différentstypesdelactosérum

Le lactosérum constitué essentiellement d’eau, contient du lactose, des protéines des
minéraux et un peu de matiere grasse. La quantité et la proportion relative de ces différents
constituants dépendant entre des procédés d’ obtention.

Ces lactosérums peuvent étre classés en deux principales catégories selon I’ acidité du liquide
obtenu :

» Lactosérums doux : dont I’ acidité varie entre 15 et 22°Doronic (pH =6, 3). Ils sont
issus de la production de pates pressées et/ou culites.

> Lactosérums acides: obtenus lors de la fabrication des pétes fraiches et molles ou
lors de production des caséines, atteignent 120°Doronic soit un pH proche de 4,5 (Schuck et
al ., 2004).

V.3 Composition du lactosérum

Le lactosérum issu de la transformation du lait de chévre est principalement du lactosérum

acide (pH 4,3 —4,7), dont la composition est donnée dans le tableau 1V.
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Tableau VI : Composition du lactosérum caprin acide (g/kg) (Cayot et Lorient, 1998).

Composants Quantité
Extrait sec 58 - 68
Lactose 35-40
Matieres grasses 0,3-28
Protéines dont : 6 -9
BétaLG 2,4-3,6
AlphaLA 16- 26
Immunoglobulines (1gG) 05-0,9
SA 06- 08
caséines 02-1
Cendres : dont 5 -7
Calcium 1-15
Phosphore 0,7-0,9
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|. Objectif du travail

Ce travaill a été rédisée au Laboratoire de Microbiologie Apliquée équipe de
Microbiologie du Lait et Probiotiques de I'Université de Bejaia, durant la période Février —
mai de |’ année 2013.

Les objectifs de cette éude s articulent autour des points suivants :
> Tester |" activité antibactérienne des souches | actiques choisies contre le Saureus.
» Suivre la cinétique de croissance dans le lait stérile de chevre des souches de Lc.lactis,

Lb. plantarum et de S. aureus

> Fabrication du fromage frais de chévre a base d'un lait cru et d’'un lait stérile
renfermant une concentration assez importante de S. aureus.
> Evauation de I’ activité antibactérienne al’ égard de S. aureus dans le fromage frais de

chévre conservé ou non dans le lactosérum.

|.1. Souches utilisées

Trois souches de la collection des souches du Laboratoire de Microbiologie du Lait et
Probiotiques sont utilisées dans cette éude.
» Lactobacillus plantarumisolée a partir des olives.
» Lactococcus lactisisolée a partir du lait de chévre.
» Saphylococcus aureus isolée a partir du lait de vache.

|.2. Revivification et vérification de la pureté des souches de Lactococcus lactis,

Lactobacillus plantarum et 1a souche de Staphylococcus aureus

Deux souches de bactéries lactiques, Lc.lactis et Lb.plantarum conservés dans la
gélose MRS a4°C, sont repiquées sur bouillon MRS. En moyenne 3 a 4 repiquages successifs
sont réalises pour s assurer de la pureté des souches. L’incubation est réalisee a 30°C/48h
(Figure 2).

La souche de Saphylococcus aureus conservé dans le bouillon nutritif a 4°C, est
repiquée sur le méme milieu liquide puis incubée a 37°C pendant 24h tel que décrit sur la
(figure 3).
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Repiguage de colonies dans Ensemencement en strie et incubation
9ml de bouillon MRS a30°C/48h.
v

=] —]

.— Incubation 30°C/48h |-—
e o I

>

-~ - |

souches

Vérification de la pureté de la souche

conservees a4°C. _
(Coloration de Gram, test de catalase)

Figure 2 : revivification et vérification de la pureté des souches de Lc. lactis et Lb.plantarum.

ensemencement de 1ml dans

9ml de bouillon nutritif ensemencement en stries sur gélose

m Chapman

——1 [}

Incubation37°C/24h [ %

L/ J == | Vérification de la purté de la souche

Souche conservée Coloration de Gram, test de catalase)
a4°cC

Figure 3: revivification et vérification de la pureté de S. aureus.
II. Standardisation desinoculas bactériens

La standardisation a pour but d' avoir le méme nombre de cellul es bactériennes dans un
ml de culture durant toute I’ expérimentation.
L’ activité des agents antimicrobien est dépendante de la densité de la suspension

cellulaire de la souche cible utilisée (L eroy et De Vuyst, 2000).
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[1.1. Préparation del’inoculum standard deLc. lactis et Lb. plantarum

A partir des cultures fraiches de 18h, obtenues dans 9 ml du bouillon MRS, un
ensemencement est réalise sur gélose MRS. Apres 48 h d’incubation a 30°C, quatre colonies
de Lc.lactis,2 colonies de Lb.plantarum bien isolées et bien distinctes sont repiquées dans un
tube & essai de 9 ml de bouillon MRS, puis incubées a 30°C pendant 18h. Au terme de la
période d’incubation, des dilutions décimales sont réalisées dans de I’ eau physiologique (10™
jusqu'a 10°%). A partir des derniéres dilutions préparées (10 jusqu'a 10°%), 1 ml de chaque
dilution est ensemencé en masse dans une gélose MRS, puis incubé a 30°C pendant 48 h.
Apres 48 h les colonies sont dénombrées (Figure 3).

Ensemencement par stries Repiquage de quatre colonies (Lc.lactis)
et de deux colonies (Lp plantarum)
-
Bl e R ————
Géose MRS incubation
—
Culturefraiche a30°C/ 18h

1ml de la solution mére oml delbounlon MRS

0SS NATNATITS

=L IFEERTE

N—
10-° 107 10 10°
/
~
Ensemencement en masse dans lagélose MRS

Incubation 30°C/ 48h

Dénombrement des colonies | < ———— ﬁ?—%

Figure 4: Standardisation des inocula de Lc.lactis et de Lb. plantarum
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[1.2. Préparation de l’inoculum standard de Staphylococcus aureus

A partir d une culture fraiche, obtenue sur bouillon nutritif, un ensemencement par
stries est réalisé sur milieu Chapman, apres incubation a 37°C/24 h, deux colonies sont
prélevés a |I’aide d une anse de platine et reprises dans un tube a essai contenant 9 ml de
bouillon nutritif, puis incubé a 37°C pendant 18h . Aprés |’incubation, des dilutions décimales
sont réalisées dans de I’ eau physiologique (10™ jusqu’ 2 10°). A partir des dilutions préparées,
1 ml de chague dilution est ensemencé en masse dans une gélose Chapman. Les boites sont
incubées a 37°C pendant 24 h. Aprés I’incubation le dénombrement des colonies est réalisé
(Figure5).

| solement Repiquage de deux colonies

identiques dans 9ml bouillon nutritif

incubation
a37°C/ 18h

Géose Chapman

—_

Culturefraiche

1ml dela solution mére

% 37°C/24 h ‘gﬁ %
" —

A

|
(AT

—
ml d'eau E E % % % o~
hysiologique %

10t 102 103 Ensemencement en masse

©

el

Sur gélose Chapman

- . Incubation 37°C/24h ‘
Dénombrement des colonies. | ¢

Figure5: Standardisation desinoculade S. aureus.
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[11. Recherche de I'activité antibactérienne des souches de Lc.lactis et Lb.plantarum a

I’ égard de S.aureus par letest des spots

Afin de mettre en évidence I’ action antibactérienne de Lc. lactis et Lb. plantarum a
I’égard de S. aureus, pour les utiliser comme ferment lactique, éventuellement comme des
bioconservateur barriére pour ce germe dans des laits fermentés ou des fromages, le test des
spots est réalisé.

L’ activité antimicrobienne des souches de bactéries lactiques a |’ égard de S.aureus est
mise en évidence par un test d’ antagonisme direct qui est le test des spots de (Schillinger et
Lucke, 1989). Aprés avoir coulé les boites de pétri avec la gélose MRS (solidifiée et séchée),
5ul de la suspension bactérienne de souche de bactéries lactiques (Lc.lactis et Lb.plantarum)
sont déposés en spots. Les boites sont séchées a I’air ambiant pendant 30 min environ puis
incubées a 30°C /18 h. Apreés la période d'incubation, les spots sont recouverts de 9 ml d’une
gélose semi molle de MH en surfusion ensemencée avec 1ml d’ une culture fraiche de souche
S aureus & 10°UFC /ml, puis incubées & 37°C pendant 24 h. Aprés cette période d' incubation,
le diamétre des zones d’inhibition est mesuré (figure 6).

culture fraiche de 18h
delLc.lactiset de

Lb. plantarum suspension de Saureus

Dépbt de 5ul dela

suspension en spol ———

Incubation a30°C/24h

.de MH en surfusion

avec 1ml de S. aureus

recouvrir laboite contenant

l Ensemencement de 9ml
-~
i

le spot par gélose MH
ensemencé avec S.aureus.

Eee——2

Figure 6: Test des spots
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V. Antibiogramme des souchesde Lc. lactis, Lb. plantarum et la souche de S.aureus

La détermination de la sensibilité des bactéries lactiques vis-a-vis des antibiotiques est
fondée sur la mesure des diameétres des zones d’inhibition. La méthode des disques est utilisée
dans cette étude.

Dans le but de rechercher une éventuelle résistance aux ATB de la souche de S aureus,
Lc.lactis et de Lb.plantarum. Des antibiogrammes standards sur gélose Mueller Hinton pour
S aureus et sur milieu MRS pour les bactéries lactiques ont éé réaisés selon les
recommandations du CA-SFM (2010). Une dilution décimale & 10™* est réalisée pour les trois

souches.

IV.1. Ensemencement (CA-SFM, 2010)

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne & 10° UFC/ml pour S.

aureus et 810" UFC/ml pour les deux bactéries |actiques.

1. Essorer |’écouvillon en le pressant fermement sur la paroi interne du tube afin de le

décharger au maximum.

2. Sur des boites de Pétri présentant 4 mm d’ épaisseur ont coulé de gélose MH pour
Saureus et d’ une gélose MRS pour Lc. Lactis et Lb.plantarum, frotter I’ écouvillon sur

latotalité de la surface de la gél ose de haut en bas en stries serrées

3. Répéter I’ opération trois fois en tournant la boite de 60° a chague fois sans oublier de

faire pivoter |’ écouvillon sur lui-méme
4. Finir |I’ensemencement en passant |’ écouvillon sur la périphérie de la gélose

5. Déposer les disques d' antibiotique contenant une concentration donnée d'antibiotique
a I’aide d'une pince stérile. Aprés diffusion (30 min a température ambiante)
Iincubation est a 37°C/24 h pour S aureus et a 30°C/24 h pour les bactéries
lactiques.
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IV.2. Lecture

Apresincubation, on mesure avec précision le diametre de la zone d’ inhibition.
L’interprétation en sensible (S), intermédiaire (1) et résistant (R) est effectué sdon la
recommandation CA-SFM.

V. Cinétique de croissance et d’acidification des souches danslelait et le lactosérum

L’ activité acidifiante des bactéries représente leur principale activité métabolique et
qui dépend directement de leur croissance. La facon la plus indiquée pour la mesure de
I’activité acidifiante consiste a suivre d’ une part, I’évolution du pH des cultures pures au
cours du temps et d'autre part a doser ssmultanément |’ acidité Doronic par la soude NaOH
N/9 (Gourgaude et al ., 1997), La mesure de croissance et le pouvoir acidifiant est réalisée

dans du lait stérilisé et dans du lactosérum stérile.
V.1. Cinétique de croissance et d’acidification des souchesdanslelait de chévre

Pour réaliser cette éude un volume de 800ml du lait de chévre répartie en 4 flacons a

» 20 colonies isolées et bien distinctes de 48h a 30°C de Lc. lactis dans 200 ml du lait
stérilise;

» 20 colonies isolées et bien distinctes de 48h a 30°C de Lb. plantarum dans 200 ml du
lait stérilisé;

» 20 colonies isolées et bien distinctes de 48h a 30°C de Lc. lactis plus 20 colonies de
Lb. plantarumde 48 h a30°C dans 200 ml du lait stérilisé;

» 20 colonies isolées et bien distinctes de 48h a 37°C de Saureus dans 200 ml du lait
stérilisé.

L’incubation est réalisée a 30°C. Les dénombrements, mesure de pH et dosage d’ acidité sont

réalises a0 h (moment de I’ ensemencement a 2h a 4h et apres 24h (figure7).
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=} =1
+ + + +
20 colonies 20 colonies 20 colonies de Lc.lactis 20 colonies
delLc. lactis deLb. plantarum  + 20 coloniesde Lb. plantarum  de S aureus
N—_ _
—
Incubation a30°C incubation 37°C

l

Dénombrement mesure de pH et d’ acidité sont effectuées toutes 2h pendant 4h et aprés 24h

Figure 7 : Cinétique de croissance de Lc. lactis, Lb. plantarum et Saureus dansle lait
V.2. Cinétique de croissance et d’acidification des souches danslelactosérum

Il est intéressant de connaitre I’évolution de la croissance de ces bactéries dans le
lactosérum, afin de |’ utiliser comme milieu de conservation des fromages frais de chevre.
Au laboratoire une quantité de 800 ml de lactosérum est répartie dans quatre flacons de 200
ml stérilisé a I’autoclave a 120°C/ 20°C. L’ensemble des manipulations est résumé dans la
(figure 8).
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,,,,,

/
+ + + +
20 colonies 20 colonies 20 colonies de Lc. lactis20 colonies
de Lb. plantarum delLc. lactis + 20colonies de Lb. plantarum de S aureus
~__ _
— -/
Incubation a30°C Incubation a37°C

'

Mesure de pH, dosage d’ acidité Dornic et dénombrement toutes 2 h pendant 4h et aprés 24 h.

Figure 8 : Cinétique de croissance et d’ acidité des souches dans le lactosérum.
V.2.1. Méthode de mesure du pH

L’ évolution du pH dans un lait stérilisé est suivie par mesure du pH al’aide d’un PH-
meétre de type (HANNA) étalonné par |es solutions tampon a pH=4 et pH=7.

V.2.2. Méhode de mesuredel’acidité Dornic

L’ acidité des échantillons est déterminée par titrage de I’ échantillon du lait par une
solution d'hydroxyde de sodium (NaOH), N/9 en présence d'un indicateur coloré
(phénophtaléne a 1 %). L’acidité est exprimée en degré Donric °D (1°D = 0, 1 g d'acide
lactique/ litre).

Pour 10 ml de I’ échantillon a analyser, on g oute une a deux gouttes de phénophtaléine
al%. L' acidité est titrée a |’ aide de soude N/9 contenu dans une burette de Mohr arobinet et
versée goutte a goutte en agitant constamment jusgu’au virage vers une couleur rose pale
persistante (10 secondes environ) (Rhiat et al, 2011).
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V1. Mise au point de fromage frais de chevre
VI1.1. Originedu lait

Le lait utilisé dans cette étude est un lait de chevre de race alpine chamoiseé provenant
de I'Institut National de Recherche Agronomique d INRA, d’ Ouad-ghir (Bgaia). La chévre
est une bonne laitiere, dans des bonnes conditions, elle donne 5 &4 6 L de lait par jour. Les
échantillons du lait sont prélevés dans les conditions d’ hygiene. Ces derniers sont transportés

au laboratoire dans une glaciere.
V1.2. Analyses effectuées

VI1.2.1. Test d’ébullition
Les laits anormaux ou acidifiés coagulent al’ ébullition. Un tube contenant 5ml du lait

est porté au bain-marie 2 100°C / 5 min.

V1.2.2. Estimation del’ activité microbienne (test dela réductase)

La plupart des bactéries se multipliant dans le lait sont capables, grace a I’action de
leurs réductases, d’ abaisser le potentiel d’ oxydoréduction jusgu’ a décoloration d’un indicateur
redox. On utilise généralement le bleu de méthylene dont |a forme réduite est incolore
(Guiraud, 1998).

Larapidité de la décoloration, due au métabolisme bactérien et directement proportionnelle au

nombre de bactéries présentes. La (figure 9) illustre les étapes du test de réductase.

Addition de 1ml de bleu
de méthylene a 0,5%
Incubation a
— I’étuve a37°C
B I —
——>

10 ml de Agitation du tube Lalecture sefait
lait cru apres2het4h

Figure9: Test de réductase.
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V1.2.3. Mesuredu pH et |I’acidité Dornic
V1.2.4. Analyses microbiologiques du lait cru dechevre:
Les germes adénombrer et arechercher sont résumés dans le tableau 1V

Tableau VI : analyse microbiologique du lait (Guiraud, 2003)

Indicateur dela qualité hygiénique

Germes dénombrement Milieux Duréeet T°C
utilisé d’'incubation
FTAM Ensemencement en masse de 1 ml des | GN 48h-72h 2 30°C.

dilutions 10 210°.

Coliforme Ensemencement en masse de 1 ml des | VRBG 24ha37°C
totaux dilutions 10 310°,
Coliforme Ensemencement en masse de 1 ml des | EMB 24had4°C
fécaux dilutions 10" 310°.

Germed’intérét industrid

Bactéries Ensemencement en masse de 1 ml des | MRS 48 ha30°C
lactiques dilutions 10" 410°.

Recher che et dénombrement des ger mes pathogenes

Test présomptif : GC 24 a48h, 37°C
ensemencement de 1 ml du lait dans
Staphylocoque | 9 ml du milieu de Gioalitti Contoni
Test confirmatif : Chapman 24 a48 h, 37°C
Ensemencement en masse de 1 ml des
dilutions 10 310°.

réalise un pré-enrichissement FSB 24hag37°C

Salmonella Ensemencement en masse de 1 ml des | SS 24ha37°C

dilutions 10t 210°.

Entérocoque Ensemencement en massede 1 ml des | Slanetz  +| 24ha44°C
dilutions 10 &410°. azide  de

sodium
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VII. Fabrication defromagefrais

La fabrication d’un fromage a péate fraiche comprend principalement deux étapes
successives : lacoagulation et |’ égouttage (Andr é et Jean-Claude, 2006).
La fabrication du fromage frais au lait cru et stérile de chevre est réaisée au

laboratoire. Plusieurs étapes sont effectuées.
VII.1. Préparation des préfer ments

Quatre flacons de 200 ml du lait de chévre stérile sont ensemencés comme suit :
» 20 colonies de 48 h a 30°C de Lc. lactis sont ensemencées dans 200 ml du lait

stérilisé;

» 20 colonies de 48 h a 30°C de Lb. plantarum sont ensemencées dans 200 ml du lait

stérilisé;

» 20 colonies de 48 h a 30°C de Lc. lactis plus 20 colonies de 48 h a 30°C de Lb.

plantarum sont ensemenceées dans 200 ml du lait stérilise;

» 20 colonies de 48 h a 37°C de S aureus sont ensemencées dans 200 ml du lait

stérilisé.
VII.2. Préparation du lait

1, 6 L du lait de chévre réparti dans quatre flacons (400 ml par flacon) utilisé pour la
fabrication des fromages au lait cru.

1,6 L du lait de chévre est réparti dans quatre flacon (400 ml par flacon), les flacons sont
stérilistes au bain marie (Raypa) a 100°C pendant 10 min, aprés le chauffage un

refroidissement est assuré atempérature ambiante.
VI1.3. Ensemencement

La souche de S aureus a été inoculée dans les laits a une concentration de
10%UFC /ml du lait. Les laits ont été également ensemencés avec des preferments lactiques a
une concentration de 6ml /400ml pour Lb. plantarum, de 6 ml / 400 ml de Lc. lactis et de
5ml/400 ml pour Lb. plantarum en association avec Lc. lactis comme indiqué dans la
figurelO. Incubation des laits a 30°C /18h.
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Huit types de fromages frais sont préparés :

>

YV V V V V V V

fromage au lait cru ensemencer avec le préferment Lb. plantarum.

fromage au lait cru ensemencer avec le préferment Lc. Lactis.

fromage du lait cru ensemencer avec la culture mixte (Lb. plantarum, Lc. Lactis)
fromage témoin au du lait cru de chévre ensemencer avec S. aureus.

fromages au lait stérilisé ensemence avec le préferment Lb. plantarum.

fromage au lait stérilisé ensemencé avec le préferment Lc. Lactis.

fromage fabriqué avec du lait stérilisé ensemence avec la culture mixte.

fromage témoin au lait de chevre stérilisé ensemenceé avec S aureus.

VI1l.4. Emprésurage

Il sefait en gjoutant de la présure aprés 18h atous les laits en raison de 25 pl / 400 ml

pour provoquer la coagulation et la formation du caillé. L’égouttage du caillé permet de

separer le caillé solide, composé de caséines (grosses protéines du lait) et de matiéres grasses,

et le lactosérum. (Figure 10).

27



Matériel et méthodes

3,2 L de Lait cru de chevre

!

Répartition du lait en deux lots

// \

Lait cru de chévre Lait de chévre stérilisé a 100°C/ 10 min
+ + + + + +
\1 2 3 1 2 3 s,

T

Ensemencement avec S aureus
Etuvage 18h a 30°C
Emprésurage 25u1/400 ml — l

Coagulation

|

Egouttage

|

Répartition de tous les fromages en deux lots

: ' |

Conservation des fromages Conservation des fromages

dans des moulesa4°C dans e lactosérum a4°C

Figure 10 : Procédé de mis au point d'un fromage frais au lait de chevre,

1:Lc.lactis 2 : Lb.plantarum 3:culture mixte (Lc.lactis,Lb.plantarum)
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VIII. Etudedel’ évolution dela croissance de S. aureus dansles fromages frais

La présence de Saureus dans le lait destiné a la fabrication de fromage est
préoccupante. Dans le but d étudier le pouvoir des lactobacilles et des lactocoques a éliminer
Saureus dans le fromage, nous avons suivi |’ évolution de la croissance de ce dernier dans les
fromages frais fabriqués.

La croissance de Saureus dans le fromage est suivie par des dénombrements sur
gélose Chapman au 3°™ jours de la fabrication puis au 7°™ jours, 14°™ jours enfin au 21°™
jours, pour chaque échantillon de fromage.

1g de fromage de chague lot est prélevé et mis dans 9 ml d' eau physiologique. Aprés
une forte agitation par le vortex (VELP), des dilutions décimales sont réalisées. 1ml de
chague dilution (& partir de 10*...107) est ensemencé en masse sur gélose Chapman.
L’incubation s effectue a 37°C / 24 h (figure 11).

1 g defromage frais dans

9 ml d’eau physiologique

Ensemencement en masse sur gélose Chapman

s T e —

Incubation a 37°C/48h

|

Dénombrement des colonies al’ aide d’ un compteur de colonies.

Figure 11 : Dénombrement de S. aureus dans le fromage.
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I. Vérification dela pureté des souches

Les résultats de I’ observation macroscopique (aspect des colonies) et microscopique

(coloration de Gram) réalisés sur les colonies des bactéries lactiques utilisées dans cette étude,
développées sur gélose MRS a 30°C/48h et le pathogene S. aureus cultivé sur gélose

Chapman a 37°C/24h montrent que les bactéries utilisées sont pures et non contaminées

(Tableau VI1).

Tableau VII : caractére des souches utilisées

S aureus

Petites colonies

jaunétre

Coques en paires ou en grappes
deraisin
Gram Positif

caracteres Aspect des colonies Observation microscopique catalase
Souches sur gélose
Négative
Lc. lactis
Petites colonies blanchétre, Coques (cocci)

bombées Gram Positif

Négative
Petites colonies lenticulaires Bacilles
blanchétre, bombées Gram Positif
Positive
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Il1. Standardisation desinocula bactériens

Le but de la standardisation de I'inoculum, est d avoir le méme nombre de cellules
bactériennes vivantes dans 1ml de culture durant toute I’ expérimentation.

Apres le dénombrement effectué pour Lc. lactis, Lp. plantarum et S. aureus, |le nombre
des cellules viables obtenus apres ensemencement de 4 colonies de Lc.lactis et 2 colonies de
Lb.plantarum dans de 9ml de bouillon MRS est respectivement de 8,95x10" UFC/ml;
63,3x10° UFC/mI cependant S. aureus donne un nombre de 1, 83x10” UFC/ml a partir de 2

colonies ensemencé dans le BN.

[I1.Mise en évidence de I’ activité antibactérienne de Lc. lactis et Lb. plantarum a I’ égard

deS. aureuspar letest des spots

Letest des spots a révélé une bonne activité antibactérienne des souches Lc.lactis et

Lb. plantarumal’ égard de S. aureus lafigure (12).

A B

Figure 12 : Zones d'inhibition de test des spots. A : Lc.l actisal’ egard de Saureus,
B: Lb. plantarum al’egard de S. aureus.

L’ activité antibactérienneillustrée dans lafigure (2) représentée par |’ apparition des
zones d'inhibition indique que les souches Lc. lactis et Lb. plantarum pourraient synthétiser
des substances antibactériennes al’ égard de S. aureus.

La souche Lc. lactis a montré un diameétre d'inhibition de 16mm alors que 19mm de

diamétre des zones d’inhibition a éé mesuré en utilisantet Lb. plantarum.
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Cet antagoniste pourrait étre dd a la production de substances ou de métabolites qui
ont un effet anti-staphylococcique. Ces métabolites peuvent étre des acides organiques, de
peroxyde d’ hydrogene ou encore des composés protéiques assimilables aux bactériocines. Les
bactéries lactiques produisent une variété de meétabolites capables d'interférer avec la
croissance d’autres microorganismes (Vandenbergh, 1993). D’aprés Elmoualdi et al.,
(2008), I’ activité antibactérienne des lactocoques est due & une substance extracellulaire, de
nature peptidique et thermostable ce qui repend aux caractéristiques des bactériocines.

Les différentes espéces de Lactobacilles produisent le H,O, et des bactériocines qui

pourraient affecter les souches indésirables ou pathogenes (Otero et al., 2006).

V. Antibiogramme des souches de Lc. lactis, Lb. plantarum et S.aureus

L’ effet des 6 antibiotiques est testé sur les 3 souches utilisées dans cette éude. Les
résultats obtenus sont représentés le tableau V111 et la Figure (13).

Tableau VIII: résultats des antibiogrammes des souches de Lc.lactis, Lb.plantarum et

Saureus.
Diamétres
Charge Diamétre (mm) critiques (mm)
du disque
ATB S aureus | Lc. lactis | Lb. plantarum S R
Ampiciline 10 ug 0 (R) - - >21 <16
Cefalixine 30 ug 0 (R) | 18 (S| 16 ()] > 18 <12
Spiramycine 100 pg 0 (R) | 18 (S| 18 (S > 24 <19
Cefoxitine 30 ug 0 (R) 0 0 (R) | =227 <25
(R)
Vancomycine 30 pug 0 (R) 0 0 R) | 217 -
(R)
Oxacilline 5ug 0 (R) 14 15 (R) | =227 <25
(R)
R : Résistance S: Sensihilité | : Intermédiaire ATB : Antibiotique
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La détermination du types de bactéries selon le diametre de zone d'inhibition, a été
faite en se réferant alarecomendation CA-SFM, (2012).
En effet le S aureus présente une résistance a tous les antibiotiques testés, Lc. lactis a une
résistance atrois antibiotiques (oxacilline, vancomycine, cefoxitine et sensible au spiramycine
et au céfaixine, cependant Lb.plantarum présente une résistance a |’ oxacilline, vancomycine

et cefoxitine), sensible au spiramycine et intermédiaire au cefalixine.

Antibiogramme du S. aureus

Antibiogramme de Lc. Lactis

Antibiogramme de Lb. plantarum

Figure 13 : antibiogrammes des souches de S. aureus, Lc. lactis et Lb. plantarum.
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V. Cinétique de croissance et |’ acidification des souches dansle lait

La cinétique d acidification est un paramétre trés important pour la caractérisation de
souches acidifiantes appliquées dans le processus de fabrication du lait fermentés et de
fromages. L’ acidification est une conséguence de |I’accumulation du lactate dans le milieu
suite a une dégradation du lactose et donc un abaissement notable de pH et augmentation de
I’ acidité titrable (chamba et al., 1994).

V.1. Ciné&iqued’ acidification danslelait dechevre stérile

Les figures (14) et (15) représentent respectivement |’ évolution de pH et de I’ acidité
titrable en fonction du temps, des souches Lb. plantarum, Lc. lactis, Lb. plantarum +Lc.lactis

et S aureus.

planiarin - L.c.
lactis

Temps (h)

Figure 14 : Evolution du pH du lait de chevre stérile ensemencé avec les souches de
Lb.plantarum, Lc. lactis, Lb. plantarun+ Lc. lactiset S aureus.
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35
15 - '

5

S.arres
0

Temps(h)

Figure 15 : Evolution de I’ acidité dornic du lait de chévre stérile ensemenceé avec les souches
de Lb. plantarum, Lc. lactis, Lb. plantarum+ Lc. lactiset S aureus.

A I'éat initial, le pH et |’acidité Dornic du lait de chévre ensemencé avec S. aureus

figure (14) et (15) est 6,4 et 22°D respectivement, apres 24h ; le pH augmente de 0,05 unités
et I'acidité Dornic diminue de 5 unités, cependant cette souche ne présente pas une bonne
acidification du faite que le pH et I’ acidité Dornic ont presque resté stable durant la période
d incubation.
Le pH et I'acidité Dornic initial pour les laits ensemencés avec Lc. lactis et Lb. plantarum en
culture pure ou mixte est de 6,32 et 20°D, Aprés 24 heures d’incubation dans le lait stérile de
chevre, les souches Lc. lactis, Lb. plantarum et la culture mixte ont donné des acidifications
avec respectivement 5,85, 5,97, 6,2 et des acidités titrable de 33, 26 °D et 22°D.

L. lactis produit de I'acide lactique par fermentation des glucides simples ou oses
(fermentation lactique) et tolere des pH acides. Elle a pour réle essentiel d' acidifier lelait et le
caillé, de participer a la formation du golt (protéolyse, production d’ardme), de la texture et
de I’ ouverture des produits laitiers (fromage, beurre, yaourt, lait fermenté) (Her mier, 1992).
De ce fait les résultats obtenus dans la figure (14) sont en accord avec Hermier (1992) sur

I” action des bactéries lactiques qui induit la diminution du pH et |’ acidification du lait.
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V.2. Cinéiquedecroissance danslelait de chévre stérile des souchesde Lc. lactis,

Lb. plantarum, Lc. lactistLb. plantarum et S.aureus

Cette étude a été realisée en suivant I’évolution du nombre de S .aureus, Lc. lactis,
Lb.plantarum en culture pure ou mixte en fonction du temps. Les déenombrements ont été
effectués toutes les deux heures pendant 24 heures a 30°C.

Du fait que le lait est un milieu trés favorable pour la croissance des bactéries
pathogenes, cela explique parfaitement les résultats représenté sur la figure (6), qui montre
une nette augmentation du nombre de S. aureus de 10* UFC/ml & 10’'UFC /ml au bout 24 h.
On remargue une augmentation du nombre de Lc. lactis et Lb. plantarum en culture pure ou
en association des deux souches, en passent de 10° UFC/ml & 108 UFC /ml ; pour les cultures
pureset 2,62.10° 49,9.10°UFC/ml pour la culture mixte.

10

Temps (h)

Figure 16 : Evolution de la croissance de Lc.lactis, Lb. plantarum, Lc.lactist+Lb. plantarum et

Saureus danslelait de chévre stérile.
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VI.Cinétique de croissance et |’ acidification des souches danslelactosérum

VI.1. Ciné&ique d’acidification des souches de Lc. lactis, Lb. plantarum, Lc. lactistLb.

plantarum et S.aureus

Les figures (17) et (18) montrent que I'évolution du pH et |'acidité Dornic des

lactosérums ensemenceés avec les souches Lc. lactis et S .aureus suit la méme alure, on note
une légere diminutionde de I’ ordre 0,01 unité du pH et 1°D d’ acidité Dornic.
Le pH et I’acidité Dornic des lactosérums ensemencés avec la souche Lb. plantarum et la
culture mixte sont restés stables pendant 4h. A partir de 4h on constate une décroissance
notable, on passant d’un pH de 4,4 aun pH de 4,25 pour Lb. plantarum, cela est accompagné
par une augmentation de 11°D; le pH diminue de 0,31 et de 16 unité d’ acidité Dornic pour la
combinaison L. plantarumet Lc. lactis.

Temps (h)

Figure 17 : Evolution du pH dans le lactosérum stérile ensemencé avec les souches de

Lb.plantarum, Lc. lactis, Lb. plantarum+ Lc. lactis et Saureus.
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| _c.lactis

‘D

——Lb.plantarum
= S.aureus

——Lb.plantarum+Lc.lactis

Temps (h)

Figure 18 : Evolution del’ acidité Dornic dans le lactosérum stérile ensemencé avec les

souches de Lb. plantarum, Lc. lactis, Lb. plantarum+ Lc. lactis et Saureus.

V1.2. Cinéique de croissance des souches de Lc. lactis, Lb. plantarum, Lc. lactistLb.
plantarum et S.aureus dansle lactoserum

La croissance est évaluée périodiquement toutes les 2 h pendant 24 h par un
dénombrement donnant | es résultats représentés dans la figure (19).

12

temps (h) !

Figure 19 : Evolution de la croissance des souches de Lb. plantarum, Lc. lactis, Lb.
plantarunt+ Lc. lactis et S. aureus ensemencé dans le lactosérum.
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Le nombre de cellules étant de 1,7. 10° UFC/ml pour Lc. Lactis, 1,28.10" UFC/ml pour
Lb. plantarum, 2,97.10° UFC/ml pour |’ association de ces deux souches, 2.10°UFC/ml pour S,
aureus, n'a pas cesser d’ augmenter durant la période d’incubation, pour atteindre au bout de
24 h une population de 7,5.108UFC/ml de Lc. lactis, 1,7.10"° UFC/ml de L.plantarum,
2,38.10° UFC/ml de S aureus et 1,5.10"° UFC/ml pour la culture mixte.

VII. Miseau point d’un fromage fraisde chévre
VII.1. Evaluation dela qualité hygiénique du lait cru de chévre

VII.1.1. Test d’ ébullition

Les laits anormaux ou acidifiés coagulent al’ ébullition. Un tube contenant 5ml du lait
est porté au bain-marie a 100°C /5 min a donné une coagulation négative. Cela signifie que le
lait est normal.

VII.1.2. Mesuredu pH et titration I’acidité Dornic

Le lait présente une légére acidité qui se mesure en potentiel d’hydrogene (pH 6,42
environ) et plus souvent en degrés Dornic (°D). Un degré Dornic correspond a un
décigramme d »acide lactique par litre du lait. A sa sorté de lamamelle, le lait de chévre est a
15°D (Zé€ller ,2005).

En se référant aux données de Guiraud (2003) (tableau IV), on déduit que le lait analysé est
d’une qualité moyenne car il présente un pH de 6,42 et une acidité Dornic de 20°D.

Tableau | X : résultats de lamesure du pH et d’ acidité Dornic.

Test Résultats Norme (Guiraud, 2003)
pH 6,42 6,5a6,8
Acidité Dornic 20 <17°D

VIl.1.3. Test deréductase

Le lait analysé présente une réduction du bleu de méthyléne au bout de 3 heures. On
comparant le résultat obtenu aux résultats cités dans le tableau(X) inspiré de (Guiraud, 2003),

on déduit que le lait est peu contaminé.
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Tableau X: Classement des laits en fonction des tests de réduction (Guiraud, 2003).

NOTE Appréciation Temps de réduction du bleu de méthylene
1 Lait contaminé t<2h
2 Lait peu contaminé 2h<t<4h
3 Lait de bonne qualité 4dh<t
VIl.1.4. Analyse microbiologique du lait cru de chévre

L es anal yses microbiol ogiques habituelles du lait cru concernet |e dénombrement de la
flore totale et des coliformes, néanmoins pour une meilleure appréciation de la qualité
microbiologique, une analyse plus compléte a été réalisée figure (20). Cette analyse consiste
en un dénombrement de la flore totale, flore lactique, les coliformes totaux et fecaux, les

enterocoques, S. aureus et salmonelle.

g (UFC/ml)

Figure 20 : Résultat de I’ analyse microbiologique du lait cru de chevre.

Les résultats obtenus indiquent la présence de la majorité des flores témoignées d une
mauvaise qualité hygiénique. La charge microbienne totale du lait cru est relativement plus
importante (10°UFC/ml). La réglementation nationale s accorde sur le fait qu'une charge
supérieure & 10°UFC/ml signifie une contamination importante.

L’ ensilage mal préparé associé a une mauvaise hygiéne de la traite constitue les causes

majeures de |a présence de bactérie pathogene telles que les staphyl ocoques.
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Par comparaison aux normes Algériennes tirées de I'arrété interministériel issu du
J.O.R.A (Journa Officiel de la République Algérienne) n°35 du 27 Mai 1998/ Aouel Safar
1419, le lait analysé n’'est pas de bonne qualité microbiologique (tableau VI). En effet, on
constate une teneur en flore totale (10° UFC/m), et en S. aureus (10° UFC/ml). Cela signifie

gu’il présente un défaut d’ hygiene da probablement la traite manuelle.

Tableau VI : Critéres microbiologiques du lait cru (J.O.R.A) en comparaison avec les

résultats obtenu

Germes Résultats obtenus Normes J.O.R.A , (1998)
(UFC/ml) (UFC/ml)

Germes aérobies & 30°C 10° 10°

Coliformes fécaux Absence 10°

S. aureus 10° Absence

VII.2. Mise en évidence de I'activité antibactérienne de Lc.lactis et Lb.plantarum a
I’égard du S. aureus dans le fromage de chevre cru ou stérilisé conserveé ou non dans

lelactosérum

VI1.2.1. Fromagefraisau lait cru et stérilede chevre

Les fromages frais obtenus aprés coagulation par |’ action de la présure au lait cru de
chevre, possedent des textures souples tranchables, frais a pate blanches |égérement ferme.
Les fromages aux laits de chévre stérile, possedent des textures onctueuses, frais a pate jaune.
Au bout de huit jours, la saveur et |'ardme caprin apparait. Chague fromage obtenue est divise
en deux une partie conservé dans le lactosérum et |’ autre partie conservé dans une boite de
pétri a4°C (figure 21).
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Fromage conservé dans une boite de Pétri fromage conservé dans le lactosérum

Figure 21 : fromage au lait cru et stérile de chévre conservé ou non dans | e lactoserum

Au cours de la fabrication, et la conservation des fromages frais, le comportement des
micro-organismes utiles ou pathogénes est fortement lié aux parametres technologiques tels
gue la nature et I’ activité des ferments lactiques, la vitesse et le niveau d’ acidification du
caillé (Morganeet al, 2000).

Les fromages de chévre peuvent étre fabriqués selon deux types de technologie:
lactique et a présure. La technologie lactique comprend une phase de coagulation lente qui
conduit a une forte acidification. La technologie a présure implique quant a €elle une

coagulation plus rapide, mais un niveau d acidification plus faible (M organe et al, 2000).

Bien que de nombreux travaux aient été menés sur le développement des bactéries
pathogeénes dans les fromages au lait cru de vache, il est difficile de transposer les résultats
obtenus au cas des fromages de chevre (Morgane et al, 2000). Dans ce contexte, on a étudié
le comportement de S. aureus, une bactérie majeure dans les fromages de chévre au lait cru ou

stérile conservé ou non dans le lactosérum, fabriqués selon latechnologie a présure.

L’ antagonisme de Lc. lactis et Lb. plantarum vis-a&vis S aureus dans le fromage

frais, a éé observe par un suivi de la croissance de ce dernier pendant 21 jour.

Les résultats de suivi dans le fromage de chévre au lait cru et stérile non conserve dans le

lactosérum sont présentés dans les figures (22) et (23).
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jours

Figure 22 : Evolution de S. aureus dans les fromages frais de chevre au lait stérilisé.

3 7 jours 14 21

Figure 23 : Evolution de Saureus dans les fromages frais de chévre au lait cru.

Pour le fromage témoin, le nombre de S. aureus connait une |égére augmentation qui
est pratiquement stable, il est d ordre de 1,45.108 UFC/gau 3*™jour et de 3,1.10° UFC/g
1éme

apresle 2
3°™ jour le nombre de S. aureus était de 4.10% UFC/g, 8.10° UFC/g au 21°™ jour.

jour (fromage au lait stérile de chevre), dans le fromage au lait cru de chévre, au

On comparaison avec le fromage témoin on observe une diminution de 1llog en
moyenne du nombre de S. aureus dans |es fromages fabriqués avec les souches Lc. lactis, Lb.

plantarum et la combinaison de ces deux dés le 3¥™jour de conservation.
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Au 21°™ jour, le nombre de S. aureus connait une remarquable diminution pour atteindre
10°UFC/g en moyenne. L’addition de la souche Lc. lactis, Lb. plantarum et Lc. lactis Lb.
plantarum ensembles aurait donc permis une réduction de nombre de S. aureus au bout du
21" our de stockage.

Les résultats obtenus témoignent de I’ effet inhibiteur exercé par ces souches lactiques sur la
croissance de S aureus durant toutes la période de conservation, une réduction de 4 log de S.
aureus au 21°m jour de conservation (les deux fromages) dans les fromages au lait stérile de
chevre et dans le fromage au lait cru ensemencé avec Lb. plantarum et une diminution de 3log
de nombre de S.aureus dans le fromage au lait cru de chevre encemenceé avec Lc.lactis et le
fromage ensemencé avec la combinaison par rapport au fromage témoin, et cela pour un
méme pH final. Ce qui laisse penser que Lc. lactis et Lb. plantarum seraient bien productrices
de substances inhibant la croissance de S. aureus dans e fromage.

Rodriguez et al., (2000) ont trouvé que durant la fabrication de fromages avec des souches
de Lc. lactis productrice de nisine, ces fromages contenaient 0,82 log de S. aureus de moins
gue du fromage fabriqué avec des starters commerciaux, indiquant I’importance du réle des
souches productrices de bactériocines dans le contrdle du développement de S. aureus dans

les fromages.

Les résultats obtenus montrent que les souches Lc.lactis; Lb.plantarum ne révelent leur

maximum d’ effet inhibiteur qu’a partir du Zlémejour de conservation, ce qui laisse envisager
I’utilisation de ces souches dans la fabrication de fromage affinés, dans lesquelles elles

pourraient exercer leur effets inhibiteur pendant la période d’ affinage.

Nascimento et al, (2008), ont trouvé que |’addition de cultures bactériocinogénes de Lc.
lactis ATCC 11454, Lb. plantarum ALCOL et E. faecium FAIR-E 198 dans des fromages
inoculés par B.cereus, S. aureus ATCC27154 et L. monocytogenes Scott A, n'a présenté qu’ un
léger effet bactériostatique sur Listeria et Staphylococcus. Ils ont interpréter |'absence
d’action inhibitrice dans le fromage par la grande activité protéolytique des starters utilisés,

qui aneutralisé |’ activité des bactériocines au bout du 21°™ jour.

Les résultats rapportés sur les figures (22), (23) montrent que la croissance de
Saureus dans le fromage témoin est presque stable, c'est-a-dire aprés 21 jours de
conservation le nombre de cellules n"améme pas atteint 1 Log, de ce fait en peut expliquer ca

par larelation de compeétition vers les nutriments entre les bactéries de la méme espece.
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VII.2.2. Fromage fraisau lait cru et stérile conservé danslelactosérum

Les résultats des dénombrements de S. aureus dans les fromages frais au lait cru ou
stérile de chévre conserveé dans | e lactosérum, sont enregistrés dans les figure (24) et (25).

10‘_

jours

Figure 24 : Evolution de S. aureus dans les fromages frais au lait stérilisé conservé dansle

|actosérum.

14 21

jours

Figure 25 : Evolution de S aureus dans le fromage frais au lait cru conserver dansle

|actosérum.

En comparaison avec le fromage témoin, La diminution du nombre de S. aureus est
moins remarquable (1 log) au 7°™ jour ainsi qu’au 14°™ jour pour les deux types de fromage

(au lait cru et lait stérile), par contre on observe une diminution importante jusqu’ & 10* UFC/g
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environ, dans le cas d’ un fromage inoculé avec Lb. plantarum seul ou en association avec Lc.

lactis au bout de 21%™ jour, cela témoigne d'un effet inhibiteur de cette souche vis-&vis S
aureus.

La diminution de nombre de S. aureus pour e fromage inocul € avec Lc. lactis est de 2
log aprés 21jour de conservation dans le lactosérum dans ce cas on constate que L. lactisn’a
pas un effet inhibiteur considérable a |’égard de S aureus, par rapport au fromage inoculé

avec Lb. plantarum, cela pourrait ére expliqué par I’inhibition de la synthése des substances
inhibitrices par Lc. lactis.

Il apparait également que I’ acidité développée par les bactéries elless-mémes contribue
au ralentissement et al’arrét de la croissance. A ce titre les travaux Allouche et al (2010),
révélent que la sécrétion de bactériocines est fortement dépendante du pH initial, du milieu de
production; ceci suggere que le pH du milieu facilite alafois la sécrétion et la solubilité de la

bactériocine dans le milieu de production.
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Conclusion

Les caractéristiques d'ubiquiste, de résistance font de S aureus un pathogene

particulierement apte a contaminer et a se développer dans des denrées aimentaires

notamment d origine animale.

La contamination bactérienne des fromages, représente un haut risque pour la santé
humaine. Etant donné qu’ aucun traitement d’ assainissement n'ait appliqué, il serait judicieux

d’incorporer dans le produit une flore lactique protectrice, douée d’ activité antibactérienne.

Dans ce contexte, cette étude a été consacrée a la recherche de I’ effet antagoniste que
peut présenter Lc. lactis et Lb. plantarum al’égard de S. aureus lors de la mise au point d’un

fromage frais au lait cru de chévre aprés sa conservation dans le lactosérum.

Les souches Lc. lactis, Lb. plantarum en culture pure et mixte ont été caractérisées du
point de vue technologique par le suivi de I'évolution du pH et I'acidité Dornic, elles ont
également été testée pour leurs activité antibactérienne en utilisant le test des spots; les
résultats ont montré que ces deux souches possedent un pouvoir acidifiant. Lc. lactis a donné
un pH de 5,8 et Lb. plantarum un pH de 5,97 et un pH de 6,2 pour la culture mixte aprés 24h
d’incubation, et des fortes activités anti-Staphylococcique. Lc. lactis a montré un diameétre
d’inhibition de 16mm et 19mm a é&é mesuré pour Lb. plantarum.

L’ effet antimicrobien a été également éudié dans les 16 échantillons de fromage frais
au lait de chévre. Le suivi de I’évolution de S. aureus pendant 21 jours de stockage a 4°C a
montré que ce dernier était significativement réduit avec une diminution de 4log de nombre

de Saureus par rapport au fromage témoin:

e Danslesfromages au lait stérile de chévre non conservé dans le lactosérum

e Dans le fromage au lait cru ensemencer avec Lb. planrarum non conservé dans le
lactosérum,

e dans les fromages au lait cru ou stérile de chévre conservé dans le lactosérum

ensemence avec Lb.plantarum en culture pure ou mixte ;

Une diminution de 3log de nombre de Saureus dans les fromages au lait cru de chévre
ensemence avec Lc.lactis en culture pure ou mixte par rapport au fromage témoin;
Une diminution de 2log de nombre de Saureus dans les fromages au lait de chévre conservé
dans le lactosérum ensemencé avec Lc.lactis par rapport au fromage témoin.
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Par ailleurs ces souches ne révélent leurs maximum effets inhibiteurs qu' & partir du 21°™

jour de conservation.

En perspective, cette étude qui reste préliminaire doit étre complétée par d autres études

relativesa:

e La recherche de I’activité antimicrobienne de Lc. lactis et Lb. plantarum envers
d  autre espéce pathogenes.

e La mise en évidence de la nature des substances antimicrobiennes produites par
Lc.lactis et Lb. plantarum, leurs purification et caractérisation.

e La détection et |la caractérisation des enterotoxines produites par S. aureus par des
techniques immunologiques de biologie moléculaire et I'évolution de leur production en
présencede Lc. lactiset Lb. plantarum.

e Approfondir des études sur la résistance aux antibiotiques des bactéries lactiques

utilisées en technologie alimentaire.
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ANNEXE |

Composition des milieux de culture

Tableau | : Bouillon nutritif (Guiraud, 1998)

composant Quantité
Extrait de viande 1g
Peptone 59
Chlorure de sodium 59
Eau distillée 1000ml
pH=7

La composition delagélose nutritive: il s'agit du milieu précédent plusl5g d’ agar.

Tableau Il : Gélose Chapman (Guiraud, 1998)

Composant Quantité
Extrait de viande 19
peptone 10g
manitole 10g
Chlorure de sodium 759
Rouge de phénole 0,025g
Agar 15g
Eau distillée 1000ml
pH=7,4
Autoclaver a120°C /20 min
Tableau 11 : Eaux physiologique (Guiraud, 1998).
Composant Quantité
Chlorure de sodium 99
Eau distillée 1000m
pH=7,2




Tableau IV : Géose EMB (Guiraud, 1998)

Composant Quantité
Peptone pancréatique de gélatine 10,09
Lactose 10,09
Phosphate dipotassique 209
EosineY 049
Bleu de méthylene 65,0 mg
Agar agar bactériologique 1509
Eau distillée 1000 ml
pH=7,0+ 0,2

Tableau V : Milieu de Gialitti et Cantoni (Guiraud, 1998)

Composant Quantité
Tryptone 109
Extrait de viande 59
Extrait de levure 59
Chlorure de lithium 59
Mannitol 209
Chlorure de sodium 59
Glycine 1,29
Pyruvate de sodium 39
Eau distillée 1000 ml

pH 26,9.




Tableau VI : Milieu MRS (Guiraud, 1998).

Composants Quantité
Peptone 10g
Extrait de viande 10g
Extrait de levure 59
Glucose 209
Tween 80 ml
Phosphate bipotassique 29
Acétate de sodium 59
Citrate d’ammonium 29
Sulfate de magnesium, 7 H20 0.29
Sulfate de manganese, 4 H20 0.59
Agar 15¢g
Eau distillée 1000m
pH= 6.5

Tableau VIl : G8ose Mudler-Hinton (Guiraud, 1998).

Composant Quantité
Infusion de viande de beeuf 300 ml
Peptone de caséine 17.59
Amidon de mai's 1.59
Agar 179
Eau désile 1000ml




Tableau VIII : Géose SS (Guiraud, 1998).

Composant Quantité
Peptone pancréatique de viande 5049
Extrait de viande 509
Lactose 10,09
Selshiliaires 859
Citrate de sodium 10,09
Thiosulfate de sodium 8549
Citrate ferrigue ammoniacal 10g
Rouge neutre 25,0 mg
Vert brillant 0,33 mg
Agar agar bactériologique 1509
Eau distillée 1000 ml
pH=7,0

Tableau I X : Violet Red Bile Glucose Agar (gélose VRBG) (Guiraud, 1998).

Composant Quantité
Peptone (peptone de viande 709
pancréatique et papainique)

Extrait de levure 3.0g
D-glucose 10.0g
Selshiliaires (sels biliaires purifiés) 15¢
NaCl 5009
Rouge neutre 0.03g
Violet cristallisé 0.002 g
Agar-agar 159
Eau 1000 ml
pH 7.4+ 0.2




ANNEXE |l : Appareillage

> Vererie usudle (boites pétri, erlennmeyers, béchers, fioles, pipettes pasteur, tube a
essais, flacon burettes, entonnairs, ...).
Autoclave (Omron, E5C4, H2C)
Bain Marie (Raypa) ;
Balance (Sartorius) ;
Compteur de colonies (Suntex) ;
Congelateur (Samsung);
Etuve a30 et 44°C (Memmert) ;
Etuve a30°C (melaz);
Four pasteur (Heraeus);
Four Pasteur (Controls) ;
Micropipettes (Accumax) ;
Microscope optique (Zein) ;
pH métre (Hanna) ;
Réfrigérateur (ENIEM) ;
Vortex éectrique (VELP) ;
» Disgues dantibiotiques: Spiramycine (HMEDIA), Cefdixine, Oxacilline,
Vanomycine et Cefoxitine (BIOANALY SE).

YV V.V VYV V V V V V V V V V V

Produits chimiques et réactifs
» Lescolorants: Violet de Gentiane, fuschine, bleu de méthylene, phénol phtaléine a 1%
> Lesacides et bases: La soude dornic N/9 .
> Alcool et autres : Ethanol, lugol, eau oxygénée.
Tampons
» Tampon apH =4.
» Tampon apH=7.
La présure (Caglio-Liquido)



Tableau | : pH des laits ensemencés avec les souches Lb. plantarum, Lc. lactis, Lc.
lactis+Lb. plantarumet S aureus.

ANNEXE |11 : Résultats

Temps (h) 0 2 4 24
Souches
Lb. plantarum 6,32 6,25 6,19 5,97
Lc. lactis 6,3 6,24 6,13 5,85
Lb. plantarum+ Lc. lactis | 6,33 6,3 6,3 6,2
Saureus 6,4 6,43 6,47 6,49

Tableau |l : Acidité Dornic des laits ensemenceés avec les
Lc. lactistLb. plantarum et S. aureus.

souches Lb. plantarum, Lc. lactis,

\lw 0 2 4 24
Souches
Lb. plantarum | 20 21 215 26
Lc. lactis 20 22 24 33
Lb. plantarum| 20 19 19 22
+ Lc. lactis
Saureus 22 20,5 20 18
Tableau |11 : Croissance des souches Lc. lactis, Lb. plantarum, Lc. lactis+Lb. plantarum et
S aureus dans lelait stérile de chévre

Temps(h) |0 2 4 24
Souches
Lb. plantarum 5,69 6,17 7,25 8,08
Lc. lactis 6 6,46 6,53 8
Lb. plantarum + Lc. lactis | 6,41 6,74 6,79 8,99
S.aureus 4 4,69 5,32 7

Tableau IV : Croisance des souchesLc. lactis, Lb. plantarum, Lc. lactis+Lb.

aureus dans le lactosérum.

plantarumet S

Temps(h) 0 2 4 24
Souches
Lclactis . 7,23 7,38 7,53 8,87
Lb. Plantarum 6,1 7,35 8,38 10,23
LC.lactis+Lb.plantarum | 5,98 7,25 7,3 10,17
Saureus 3,3 4,3 5,9 8,37




Tableau V : pH des lactosérums ensemencés avec les souches Lb. plantarum, Lc. lactis, Lc.
lactis+Lb. plantarumet S aureus.

Temps(h) 0 2 4 24
Souches

Lc.lactis 4,54 4,55 4,58 4,55
Lb. Plantarum 4,43 4,43 4,4 4,22
Saureus 4,64 4,73 4,77 4,64
LC.lactis+Lb.plantarum 4,46 4,45 4,45 4,15

Tableau VI : Acidité Dornic des lactosérums ensemences avec les souches Lb. plantarum,

Lc. lactis, Lc. lactis+Lb. plantarum et S, aureus dans e lactosérum

Temps(h) 0 2 4 24
Souches
Lc. lactis 60 60 70 100
Lb. Plantarum 57 57 59 70
S aureus 60 58,5 58 59
LC. lactistLb. plantarum | 56 58 59 72

Tableau VII: Résultats des dénombrements de S. aureus dans le fromage au de lait de chévre
stérile non conservé dans le lactosérum

Temps (Jours) | 3 7 14 21
Fromage

Lb .plantarum+ S aureus 7,3 7,18 6,82 4,07
Lc. lactist S aureus 7,99 6,39 6,89 4,02
Lb. plantarunt+Lc. lactis+S | 8,33 6,3 4,3 5,95
aureus

S aureus 8 8,02 8,14 8,47




Tableau VIII: Reésultats des dénombrements de S. aureus dans le fromage au lait cru de
chevre non conserve dans | e lactosérum

emps (jours) |3 7 14 21
Fromage
Lb. plantarum 8,95 7 6,11 4,94
Lc. lactis 8,72 7,3 6,3 5,47
Lb. plantarum+ Lc. lactis | 8,33 7,84 7,74 5,95
S aureus 8,09 8,47 8,71 8,91

Tableau | X: Résultats des dénombrements de S. aureus dans le fromage frais au lait cru de

chévre conservé dans le lactosérum

Fromage | Lb.plantarum + | Lc.lactis Lb.plantarum+Lc.lactis | Saureus
Saureus +Saureus + Saureus
Temps (jou
7 8,77 7,34 7,54 8,27
14 7 7,3 7,2 8,4
21 4,04 6,8 4,32 8,5

Tableau X: Résultats des dénombrements de S. aureus dans le fromage frais au lait stérilise

de chévre conservé dans le lactosérum

Fromage Lb.plantarum Lc.lactis Lb.plantarum+Lc.lactis | Saureus
+ Saureus +Saureus + Saureus
m
7 8,77 7,6 8,2 8,1
14 7,36 7,04 7,5 8,15
21 4,11 6,99 4.3 8,20
Tableau XI : Résultats de I’ analyse microbiologique du lait (UFC/ ml).

Germes Nombre (UFC/ml)
-germes aérobies & 30°C 10°

- Coliformes fécaux Absence

- Saphylococcus aureus 10°

- flore lactique 1,6.10°
-Coliforme totaux 10°

-Salmonella Absence
-Enterocoqus 10°




ANNEXE |V : Coloration de Gram et test de catalase

Lacoloration de Gram a été réalisée selon latechnique suivante :

Sur une lame, fixer alachaeur une culture bactérienne ;

Recouvrir lalame avec la solution de violet de gentiane pendant une minute ;
Ajouter du lugol pendant 30 secondes;;

Décolorer avec del’acool 95°, puisrincer al’eau ;

Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20 a 30 secondes;
Laver al’eau;

YV V.V V V V V

Apres sechage, soumettre la lame a une observation microscopique a immersion
(x100).

Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet et les bactéries a Gram négatif en rose.

Test de catalase
Pour mettre en évidence cette enzyme, une partie de la colonie suspecte est diluée dans
une goutte d’' eau oxygénée sur une lame stérile. Le dégagement de bulles de gaz indique la

présence de la catal ase.



Résumé: Les bactéries lactiques sont utilisées dans la fermentation et l1a bio conservation des
aliments gréce ala production des substances inhibant certaines souches pathogénes.

Cette étude avait pour objectif de mettre en évidence le pouvoir antagoniste de Lc. lactis et
Lb. plantarumal’ égard de S. aureus et de démontrer son intérét dans la production de fromage
frais au lait cru de chévre conservé ou non dans le lactosérum. Le test des spots a été réalisé
pour ces deux souches, ce test a montré un effet inhibiteur important de Lc. lactis et Lb.
plantarum envers S. aureus, les diamétres d'inhibitions mesurés éaient respectivement de
16mm et 19mm. Un fromage au lait cru et stérile de chevre a été mis au point au laboratoire,
16 échantillons ont été réalisé et inoculés avec des cultures pure Lc. lactis, Lb. plantarum ou
mixte et volontairement contaminé avec S aureus, un témoin est également réalisé.
L’ évolution du S aureus dans les fromages a été suivie pendant 21 jours de stockage a 4°C.
Les résultats obtenus, ont montré que la croissance de S.aureus est significativement réduite
lors du stockage. Dans les fromages conservés dans le lactosérum, Lb. plantarum a un effet
inhibiteur plus important par rapport aLc. lactis et la culture mixte, la réduction du nombre de
S aureus était de 4Log dans le fromage renfermant Lb. plantarum et |e fromage inocul é avec
la culture mixte et de 2Log dans le fromage inoculé avec Lc. lactis. Dans les fromages non
conserveés dans le lactosérum Lc. lactis et Lb. plantarum en culture mixte ou pure ont le méme
effet inhibiteur, la réduction du nombre de S. aureus était de 4log par rapport au fromage
témoin.

Mots clés. Lc. lactis, Lb. plantarum, S aureus, fromage au lait de chévre, activité

antimicrobienne, lactosérum.

Abstract: Lactic acid bacteria are used in the fermentation and preservation of food through
the production of substances that inhibit certain pathogenic strains.

This study has to aim to highlight the antagonistic power and Lc. lactis, Lb. plantarum against
S aureus and demonstrate an interest in the production of fresh cheese made from raw goat
milk preserved or not whey. The test spot was made for these two strains, the test showed a
significant inhibitory effect of Lc. lactis and Lb. plantarum to S aureus, the diameters of
inhibition measured were 16mm and 19mm respectively. Cheese made from raw goat milk
and sterile was developed in the laboratory, 16 samples were made and inoculated with pure
cultures Lc. lactis, Lb. plantarum or mixed and deliberately contaminated with S. aureus, a
witness is aso performed. The evolution of S aureus in cheeses was followed for 21 days of
storage at 4 ° C. The results showed that the growth of S aureus was significantly reduced
during storage. In cheese whey in the Lb. plantarum stored has a greater inhibiting effect
compared to Lc. lactis and the mixed culture, the reduction in the number of S aureus was
4L.og in cheese containing Lb. plantarum and cheese inoculated with the mixed culture and
2Log in cheese inoculated with Lc. lactis. In cheese whey not kept in Lc. lactis and
Lb.plantarum mixed or pure culture have the same inhibitory effect; reducing the number of
S.aureus was 4log compared to witness cheese.

Keywords: Lc. lactis, Lb. plantarum, S. aureus, goat's milk cheese, antimicrobial activity,
whey.



