f REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE ///

Vo
Ctasm ECO.SYS

MINISTERE DE L’'ENSEIGNEMENT SUPERIEURET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE KASDI MERBAH OUARGLA

FACULTE DESSCIENCESDE LA NATURE ET DE LA VIE ET DESSCIENCESDE LA
TERRE ET DE L'UNIVERS

DEPARTEMENT DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LAVIE

MEMOIRE

En vue de I'obtention du diplome de Magister en Rilogie

Option : Microbiologie Appliquée

THEME

Présenté par : M'® SIBOUKEUR Amina

Devant le jury :

Président: Mr. OULD-EL-HADJ M.D. Professeur U.K.M.Ouargla
Promotrice: Mme SIBOUKEUR O. Maitre de conférences A U.K.M.Ouagla
Examinatrices: Mme OULD-EL-HADJ- KHELIL A.  Maitre de conférences A U.K.M.Ouargla

Mme BISSATI S. Maitre de conférences A U.K.M.Ouargla

Année universitaire 2010-2011



f REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE ///

Vo
Ctasm ECO.SYS

MINISTERE DE L’'ENSEIGNEMENT SUPERIEURET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE KASDI MERBAH OUARGLA

FACULTE DESSCIENCESDE LA NATURE ET DE LA VIE ET DESSCIENCESDE LA
TERRE ET DE L'UNIVERS

DEPARTEMENT DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LAVIE

MEMOIRE

En vue de I'obtention du diplome de Magister en Rilogie

Option : Microbiologie Appliquée

THEME

Présenté par : M'® SIBOUKEUR Amina

Devant le jury :

Président: Mr. OULD-EL-HADJ M.D. Professeur U.K.M.Ouargla
Promotrice: Mme SIBOUKEUR O. Maitre de conférences A U.K.M.Ouagla
Examinatrices: Mme OULD-EL-HADJ- KHELIL A.  Maitre de conférences A U.K.M.Ouargla

Mme BISSATI S. Maitre de conférences A U.K.M.Ouargla

Année universitaire 2010-2011



Remerciements

Au terme de ce modeste travail, je remercie ALLd¢dm’avoir aidé a le réaliser.

Il m'est agréable de remercier, vivement, Mme SIB®UR, Maitre de Conférences A, du
Département des SNV, Faculté des Sciences Matlae et de la Vie et des Sciences de la
Terre et de I'Univers, Université Kasdi Merbahuabgla, d’avoir proposé et dirigé ce
travail. Je lui atteste ma gratitude pour son erezadnt, ses encouragements, ses conseils, ses
orientations et sa patience.

Je remercie Monsieur, le ProfesseULD-EL-HADJ Mohamed Didi du
Département des SNV, Faculté des Sciences MNatlae et de la Vie et des Sciences de la
Terre et de I'Univers, Université Kasdi Merbahudbgla, d’avoir accepter de présider ce
jury.

Je tiens a exprimer mes respectueux et sincemesrciements a Madant@lSSATI
Samia Maitre de Conférences A, du Département des SINdculté des Sciences de la
Nature et de la Vie et des Sciences de la TerdediUnivers, Université Kasdi Merbah
Ouargla pour avoir accepter de porter un jugemesettaavail.

A Madame OULD-EL-HADJ- KHELIL Aminata, Maitre de Conférences A, du
Département des SNV, Faculté des Sciences MNatlae et de la Vie et des Sciences de la
Terre et de I'Univers, Université Kasdi Merbah uddgla jadresse mes sincéeres
remerciements et ma profonde gratitude pour sesedsnses orientations, son aide et ses
sacrifices. Je tiens a la remercier également geoir accepter d’examiner ce travalil.

Je remercie Mesdemoiselles, BOUAZIZ Sabrina, 8AYZineb, et BOUGHABA
Latifa ainsi que tout le personnel du LAPEZASAcelui du laboratoire pédagogique, de la
Faculté des Sciences, Universitée KASDI MERBAH-a@jla, en particulier Madame
IDDER Saida Messieurs BEGGARI El-Aich et MESSAITHNoureddine et tout le
personnel des laboratoires, de recherche et pépgogour leur précieuse aide.

Que Monsieur BA-BELHADJ. B., Docteur vétérinair@itsassuré de ma gratitude
pour sa collaboration et son aide dans la colléeseéchantillons de lait camelin.

Je ne saurai oublier d’exprimer ma reconnaissanbeasieurs ZEKRI B. et DJEDDI
I. /laboratoire de prévention de 'EPSP.

Je saisis cette occasion pour exprimer mon pdbfespect et ma reconnaissance a
I'ensemble des enseignants de l'université et Homsversité Kasdi Merbah Ouargla, qui
ont participé a ma formation graduée et post gradu

Enfin, que tout ceux et celles qui ont contriloleééprés ou de loin a la réalisation de

ce modeste travail, soient assurés de ma profaradiugle.



Dédicace

Je dédie ce mémoire ;

&

& & & &

& g & & &

a la mémoire de mes grand- parents maternels etrpels ;

a mes tres chers parents;

a mon adorable frere Abdallah ;

a mon fiancé Zoubir

a mes cousines DJENDOUCI Hadjer, HAFSI WassilaC®&IREUR Khira, KHERFI
Hadjer et SIBOUKEUR Fatma ;

a mes oncles et tantes paternels et maternels ;

au reste de ma famille ;

a mes amies surtout Amina, Saida, Djaouida et Asma

a mes enseignants

a toute la promotion Magister 2009-2011 /OptioncMbiologie Appliguée du
Département des SNV, Faculté des Sciences NMatlae et de la Vie et des Sciences
de la Terre et de I'Univers, Université Kasdi Mah Ouargla,

SIBOUKEUR Amina






Sommaire

Introduction
I. Partie bibliographique

1.1.Production de lait de chamelle

1.2. Caractéristiques physico-chimiques
1.3.Composition biochimique

1.4. Microbiologie du lait camelin
1.4.1. Systeme protecteur du lait camelin

1.4.2 Bactériocines
1.4.2.1. Bactéries lactiques productricebateériocines

1.4.2.2. Classification des bactériocines
1.4.2.3. La nisine

1.4.2.3.1. Mode d’action de la nisine

1.4.2.3.2 Lactococcus : producteurs daai
1.4.2.3.4.Caracteres généraux

1.4.2.3.5. Habitat
1.4.2.3.6. Exigences nutritionnelles
1.4.2.3.7. Transport et métabolisme deses

1.4.2.3.8. Autres types d'inhibitions mées par les Lactocoques
1.4.2.3.8.1. Inhibition par productide HO,

1.4.2.3.8.2. Inhibition par productiaiacides organiques
1.4.2.3.8.3. Inhibition par productide diacétyle

1.4.3. Les staphylocoques : souche cible
1.4.3.1. Caracteres généraux

1.4.3.2. Pouvoir pathogéne
Il. Matériel et méthodes

2.1.Matériel biologique
2.1.1. Lait de chamelle
2.1.2. Lait de vache
2.2.Méthodes
2.2.1.Tests physico-chimiques
2.2.1.1.pH
2.2.1.2.Acidité Dornic
2.2.1.3.Densité

2.2.2Analyse microbiologiques
2.2.2.1.Test de la réductase

2.2.2.2. Choix de la souche cible

24
24
24
25
25
25
25
25

25
25

26



2.2.3.Culture de la souche productrice de aisinde la souche cible dans des milieux

spécifiqgues (M17 / Chapman) 26
2.2.3.1.Préparation des dilutions 26
2.2.3.2. Diluant 26
2.2.3.3. Ensemencement 27

2.2.3.4. Identification des souchesldectococcus lactis subsplace$s des souches30

de Staphylococcus aureus

2.2.3.4.1.0bservations macroscopiques 30
2.2.3.4.1.1. Description des colonies 30
2.2.3.4.1.2.Test de la catalase 30

2.2.3.4.2. Observations microscopiques 31
2.2.3.4.2.1.Coloration de GRAM 31

2.2.3.4.3.Identification physicochimigae biochimique desactococcus lactis 31

subsp lactis
2.2.3.5..Purification désactococcus lactis subsplactis 31
2.2.3.6.Purification deStaphylococcus aureus 31
2.2.4.0Optimisation des conditions de culture 32
2.2.4.1. Propagation de la souche 33
2.2.4.2. Culture de I'espece productriceidae 33
2.2.4.3.Constitution des lots expérimentaux 33
2.2.5 Isolement de la nisine 34

2.2.6. Etude de I'activité antimicrobiennelaéactériocine a partir de surnageant 34

2.2.6.1. Test des puits 34
2.2.6.2. Test par la méthode des disquésigdin en milieu gélosé) 36
2.2.6.3.Test des spots 37

[1l. Résultats et discussion

3.1.Caractéristiques physico-chimiques dudaihelin 39
3.1.1. pH 39
3.1.2.Acidité Dornic 40
3.1.3. Densité 41

3.2.Analyses microbiologiques 42
3.2.1.Test de la réductase 42
3.2.2. Identification de la souche isoléeMuai7 42

3.2.2.1.0bservations macroscopiques 43



3.2.2.1.1.Description des colonies 43

3.2.2.1.2.Test de la catalase 44
3.2.2.2.0bservations microscopiques 45
3.2.2.2.1. Examen a [l'état frais 45
3.2.2.2.2.Examen apres coloration dAMR 46
3.2.2.3 Identification physicochimique lgibchimique des souches isolées 46
3.2.3. Identificationde I'espececible 49
3.2.4. Purification des souches 53
3.3.0Optimisation des conditions de culture dedache productrice
3.3.1. Séparation de la biomasse 53
3.3.1.1. Mesure du pH des surnageants 53

3.3.1.1.1.Mesure du pH des surnageantsultiere de Lc camelin en fonction de la
durée d’incubation (SNCa et SNCh) 53
3.3.1.1.2.Mesure du pH des surnageantsultiere de Lc bovin (SNBa et SNBb) 56
3.4.Neutralisation des SNC et SNB: étude detiVaé antimicrobienne de la57

bactériocine

3.4.1. Test des puits 57
3.4.2. Test des spots 58
3.4.3. Méthode des disques 59
3.4.3.1. Activité antibactérienne des SN 61
3.4.3.1.1.Activité antibactérienne des SNC 61
3.4.3.1.2.Activité antibactérienne des SNB 63
Discussion générale 65
Conclusion 69
Références bibliographiques 71

Annexes



Liste des abréviations

3-PGA : acide 3 - phosphoglycérigu
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Aw :Activity Water (activité en eau)
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FBP : fructose 1 ,6 diphosphate

GgP : Glccose — 6 phosphate

G6P : Glccose 6 phosphate

GAP : glycéraldéhyde 3 -phosphate

Glc :Glccose

H.O,: peroxyde d’hydrogene ou peroxyde d’oxygene oueagénée
His : histidine

Ig : immunoglobulines

Ino: inositol

Lactose-PTS systeme lactose- phosphotransferase
Lc : Lactococcus

LF :lactoferrine

LP : lactoperoxydase

LZ : lysozyme

Man : mannitol

Mel : mélibiose

MRSA : Staphylococcus aureus résistaria méthicilline
PEP- PTS: systeme de phosphoenolpyruvate —phosphotrassfera
PEP : acide phospho-énol pyruvique



PP3: composant-3- des protéose- peptones

ppm : partie par million

Rha : rhamnose

Sac :saccharose

SN : surnageant

SNB: surnageant de la culture dactococcus lactisbovin

SNC: surnageant de la culture dactococcus lactiscamelin

SNBa: surnageant de la culture dactococcus lactisbovin incubée pendant 18
heures

SNBb: surnageant de la culture ldactococcus lactiscamelin incubée pendant 24
heures

SNCa: surnageant de la culture ldactococcus lactisbovin incubée pendant 24
heures

SNCb: surnageant de la culture dactococcus lactiscamelin incubée pendant 24
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Sor: sorbitol

Staph: satphylocoque

Systeme LPS systeme « Lactoperoxydase- Peroxyde d’hydrogdihéocyanate »
Voie EMP : voie ’EMBDEN —MEYERHOFF- PARNAS

ZI| : zone d’inhibition
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Résumé

Le lait camelin se distingue des autres laits lp@grésence d’'un systéme protecteur
trés puissant, lié a des taux relativement élewislysozyme, en lactoperoxydase, en
lactoferrine, en composant-3 des protéose- pept@e3), en acides organiques, en peroxyde
d’hydrogéne et en bactériocines produites paraesdnies lactiques. L’étude s’inscrit dans ce
cadre et consiste a étudier d'une part, I'actidtéibactérienne des bactériocines (type
nisine) produites par une souche lactique isolpartr de lait camelin ensemencé sur milieu
M17, a I'egard d’'une autre souche, pathogéne isal@artir d’'un échantillon de lait, sur le
milieu sélectif de Chapman et d’autre part, a ésaBon importance par rapport au systéme
protecteur. Parallelement une étude comparativeééaeffiectuée avec le lait bovin. Des
examens macroscopigues, microscopiques, ainsi g tdsts physico-chimiques et
biochimiques ont permis d’identifier la souche ig@é productrice de nisine, comme étant
une souche delactococcuslactissubsplactisD’autres examens macroscopiques et
microscopiques, ont permis d’identifier la souchible; comme étant une souche de
Staphylococcus aureudJne optimisation des conditions de production d&na, par la
souche productrice isolée puis purifiée par cewjquages successifs, a été réalisée. Pour se
faire, nous avons procédé a la supplémentationitieunM17 par du Glccose a 1% et /ou par

des staphylocoques.

Les tests d’antagonisme de la nisineeacbntre de la souche cible par les méthodes
des puits et des spots n'ont pas donné de zonasildtion. Le test des disques a permis au
contraire, de mettre en évidence la présence djanisme. Ainsi, les résultats obtenus sont
de nature a indiquer que la production de nisinelg® souches deLc camelins est plus
grande en cas de stress de la souche, provoqaélghtion de staphylocoques, pour une durée
d’'incubation de 18 h. De méme qu'ils indiquent daeproduction cameline de nisine est
relativement plus grande par rapport a celle byt ZI = 8mm versus @ ZI = 7mm). En
relation avec la croissance, la production de aisemeline semble maximale (J ZI = 8mm)
avec une croissance minimale des Lc (pH 6 ,37)oftimum de croissance des Lc camelins
(pH 6,17) et un optimum de production de nisineZlg= 8mm) sont enregistrés pour une

durée incubation de 24 heures,

Mots clefs Lait, chamelle, Lactocoques, nisine, Staphylocogné&gonisme



Abstract

Camel milk is different from other milks by the pemce of a very powerful protective
system, linked to relatively high rates in lysozynwe lactoperoxidase, in lactoferrin, in
component -3 of proteose-peptone (PP3), in orgaagms, hydrogen peroxide and
bacteriocins produced by lactic acid bacteria. $tugly falls into this contextand is to study
the one hand, the antibacterial activity of back@nrs (nisin type) produced by lactic strain
isolated from camel milk inoculated in M17 mediuagainstanother strain, with is pathogen
and isolated from a sample of milk, on the selectivedium of Chapman and on the other
hand, to evaluate its relative importance to thetqmtive system. At the same time a
comparative study was performed with bovine milk.advbscopic and microscopic
examination, and physicochemical and biochemicsistdave identified the lactic strain
producing nisin, as a strain dafactococcus lactis subsplactisOther macroscopic and
microscopic examination, have identified the targlhin, as a strain ddtaphylococcus
aureus An optimization of nisin production conditionsy bthe producing strain isolated and
purified by five successive subcultures, was pergd. To do this, we performed
supplementation of M17 medium with1% Glccose aodstaphylococci.

Tests of antagonism of nisin against the targairstsy the methods of wells and spots
did not giveinhibition zones. On the contrary, thscs test allowed, to highlight the presence
of antagonism. Thus, the results are likely tocatk that the production of nisin by Lc camel
strains is larger in case of stress of the sticansed by the addition of staphylococci, for an
incubation period of 18 h. Also they indicate ttia production ofcamelinenisin is relatively
higher compared to bovine (@ = 8mm versus ZI @ =mJmin relation to the growth,
production of camelinenisin appears maximum (ZI 8@m) with a minimum growth of Lc
(pH 6, 37). An  optimum growth of camels Lc (pH.B) and an optimum production of nisin
(Z1 = @ 8mm) are registered for a period of incutrabf 24 hours.

Keywords: Milk, camel, lactococcocus,nisin, Staphylococargagonism
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Introduction

Le lait est un aliment indispensable pour la {lieonstitue un produit de base dans le
modéle de consommation algérienne. Malgré celprdduction laitiere algérienne ne permet
pas l'autosuffisance, car I'accroissement du cHegtéve a peine a suivre I'évolution de la
population (YAKHLEF,1989).Le lait représente ewir22% des importations alimentaires
totales du pays (AMELLAL,1995).L’Algériereprésenies, le deuxieme importateur de lait
et dérivés, aprés le Mexique.Une élévation dedésance des importations laitieres estimée
a 57 % en moyenne par an,a été enregistrée erfie t®004 (SOUKI ,2009).Pour toutes
ces raisons, I'Algérie a besoin de la moindre ness® en lait,en I'occurrence celle de la
chévre, de la brebis et de la chamelle particuliere adaptée aux rudes conditions agro-
climatiques du Sahara.

Le lait camelin, présente une composition en ngnits de base (protéines, lactose et
acides gras) similaire a celle du lait bovin. Easptle cela, il se singularise par une teneur
élevée en vitamine C (SIBOUKEUR, 2007) et en nieqiBAWAYAet al., 1984) .Le laitest
unmilieu écologique renfermant une flore microbierui présente des caractéristiques
importantes pour sa protection, sa fermentatiolh.s’agit de cellules vivantes, procaryotes,
hétérotrophes et chimio-organotrophes. A quelguesions pres, elles ont pour principales
caractéristiques d’étre a GRAM positif, généraleniemmobiles, asporulées, anaérobies mais
aérotolérantes. Elles ne possédent ni catalaiseitrate- réductase, ni cytochrome-oxydase.
Elles ont des exigences nutritionnelles complexese qui concerne les acides aminés, les
peptides, les vitamines, les sels, les acidesajries Glccidesfermentescibles (DELLAGLIO
et al, 1994).Parmi cette flore, existent les coques e lesStreptocoqueset les
Lactocoqueset les bacilles tels que |&ifidobactérieset led.actobacilles(DELLAGLIOet
al., 1994).Quatre-vingt-une souches de bactériesqlaes, réparties entre quatre genres
Lactococcus Enterococcugeuconostoet Lactobacillusont été isolées a partir du lait de
chamelle collect¢ dans le sud algerien(KARAM et K@WR  2006).Ces
microorganismesinterviennent dans de nombreusesforanations du lait telles que la creme
maturée, laits fermentés (leben), yaourts, fromafyas et affinés... .Elles participent
également dans, la vinification (fermentation madtiue), la fabrication des salaisons, la
fermentation des végétaux (choucroute et ensilagie=) boulangerie. La technologie laitiere
représente toutefois, le principal secteur d’apyion des bactéries
lactiques(DESMAZEAUD et De ROISSART, 1994).



Ces derniéeres sont connues essentiellement, pourpl®priété de produire des
substances antimicrobiennes, tels que les acidgsigues, le peroxyde d’hydrogene,Q)
et des bactériocines(KLAENHAMMERt al,, 1994).

Durant l'entreposage du lait camelin a la tempéeatambiante (fermentation
spontanée), il a été constaté que le taux de bestirctiguesaugmentait et que celui des
bactéries de contamination a tendance a dimif&I8OUKEUR, 2007).En d’autres termes,
la flore lactique indigéne interviendrait dans fatpction du lait contre la flore contaminante,
notamment I'espéceStaphylococcus aureagent causal des mammites(RAYNAL-
LJUTOVAC et al.,2008).A cet effetd maitrise de la contamination des produits |aitpsar
Staphylococcus aurelwest un enjeu économique et sanitaire pour I'enserdbs filieres au
lait cru (RAYNAL-LJUTOVAC et al.,2008).

Etant donné,la vague de résistanceaux antibiotigiess micro-organismes pathogénes et
'augmentation des infections dues a la résistate&taphylococcus aure(MRSA) etdu
genre Clostridiumil est intéressant de chercher de nouvelles anbss antibactériennes
pour lutter contre ces agentsinfectieux (JA€KaI1995; REA et al, 2009).
Beaucoup de travaux ont été consacré a [lactiaritibactériennedes protéines
lactosériquescamelines, mais peu, se sont intéreasé bactériocines produites par la flore
lactique cameline.
Ce travail s’inscrit dans ce cadre et comporterguatlets d’'investigations complémentaires:
1- lisolement, l'identification et la purification dhe souche de lactocoque a partir du
lait camelin;
2- lisolement, lidentification et la purification dhe souche detaphylococcus
aureus
3- optimisation des conditions de culture de la souphee de Lc en vue de la
production de la nisine;
4- test de [l'activité antibactérienne de la nisineodoite, sur la souche cible
(Staphylococcus aureus

Une étude comparative avec le lait bovin est mengearalléle.






I. Partie bibliographique

Le dromadaire@amelus dromedarijy®ue un réle socio-économique primordial dans
les zones arides et semi-arides. Outre son exgpdritaomme animal de bat et de course, ses
poils et sa peau sont utilisés dans la confectemwidtements, des chaussures, portefeuilles,
des selles ... En outre, c’est un excellent powruoye protéines nobles telles que la viande et
le lait.Dans ce contexte, il est important d’insistur la capacité des chamelles a produire du
lait méme en conditions de sécheresse les plusese(@AGlILet al, 1994 ; ADAMOU,2009)

1.1. Production de lait de chamelle

La production mondiale de lait de chamelle a été estimée officiellemeh3amillion

de tonnes en 2002(FAYE ,2003). Cependant, si lfent ttcompte de I'autoconsommation et
du réel potentiel moyen des animaux en productiast probable que cette production soit
plus élevée (soit 5,4 millions de tonnes) (FAYEO2D Les productions individuelles varient
entre 1000 et 2700 litres par lactation en Afriquejs peuvent atteindre 7000 a 12 000 litres
selon certaines sources, en Asie du Sud. La caleblactation est comparable a celle des
bovins avec une persistance meilleure. La duréka dactation est trés variable (de 8 a 18
mois en général), soit des durées plus importatesoyenne que les vaches laitieres dans
les mémes conditions (FAYE ,2003). Les facteunnatfitaires et saisonniers influent sur ces
performances. Les essais d'intensification, réalisé et la, ont montré les perspectives en
production laitiere de cette espece pour apprawso les populations des zones arides de
I’Ancien Monde (Annexe 1),(FAYE ,2003).

La production nationalede laitchamelle, vivant en extensif, varie de 0,50akg de
lait par jour avec une période de lactation moyedeeld mois, selon les conditions
climatiques, et d’'autres facteurs intrinséquesdrde lactation, stade de lactation, nombre de
traite, présence du chamelon ...) (SAl&l al, 1999 ; CHEHMA, 2003 ; SIBOUKEUR,
2007). Comparativement a la production mondiale qat estimée entre 4.16 et 5 I/j pour
une durée de lactation de 8 a 18 mois (FAYE, 2@BKELE et al. (2002) cité par
SIBOUKEUR, 2007), la production nationale n’est pagligeable.

1.2. Caractéristiques physico-chimiques

Le lait camelin, a I'observation visuelle est dellenr blanche. A la traite et lors des
transvasements, il forme une mousse abondantes& dausa teneur élevée en composant-3-

des protéose- peptones EPPpar rapportau lait bovin (1.1 contre 0.3 g/l



respectivement)(SMAIL,2002). Selon(GIRARDESt al.1995), le PRagent moussant et
émulsifiant (agent tensioactif) est caractériséyver thermorésistance élevée.

La couleur du lait camelin est due a sa structtira kn composition de sa matiere
grasse relativement pauvre ecaroténe (SAWAY Aet al.,1989).1l est Iégerement sucre, avec
un gout acide, parfois ameére et/ ou salé, seloatare des plantes broutées (RAMET,2003 et
ABDELRAHIM, 1987 in SIBOUKEUR ,2007) .Il présentm pH autour de 6.6 et 6.97
(KHASKHELLI, 2005 ; BADAOUI 2000, SIBOUKEUR, 2007une acidité titrable de I'ordre
de 15° Davec une viscosité moyenne de 2.2 cenéipofson point de congélation varie entre -
0.53 4 -0.61°C (HASSAINt al1987 in SIBOUKEUR ,2007)et sa densité se situeeehtd22
a 1.032 (WANGOHet al.,1998;CHERFI,2002).Toutefois, ces valeurs dépendencertains
facteurs, tels que le rang et le stade de lactatmace, le type d’élevage, la saison de
lactation. Cependant, I'alimentation reste le factke plus déterminant (RAMET, 1993 ;
WANGOH et al.,1998 ; MEHAIAet al.,1995in SIBOUKEUR ,2007 )

1.3.Composition biochimique

Méme si elle fluctue, selon les auteurs, donc sklEsranimaux et I'environnement, la
composition biochimique globale du lait de chamefi®ntre néanmoins des teneurs
importantes et équilibrées en nutriments de basddjpes, matiére grasse et lactose) avec des
proportions similaires a celles présentes dansait Hovin (SIBOUKEUR, 2007).Les
variations observées dans la composition de teolai été attribuées a plusieurs facteurs, tels
que les différentes procédures analytiques, I'eceph@nt géographique, les variations
saisonnieres, les conditions d'alimentation et daerdes chameaux (AL HAJ et AL
KANHAL ,2010)

Les protéines, source d’'acides aminés essergimtsé,réparties selon leur solubilité a
pH acide, en caséines et en protéines lactoséridyges caséines insolubles a pH4.3 dans le
cas du lait camelin et caprin (correspondant a ¢ty sont de I'ordre de 33g/l (soit 2.5 - 4
%). Ces phospho-protéines constituent la fractimtémique majoritaire du lait puisqu’elles
représentent 73 a 81 % des protéines totales (MIEN &t al1994 in SIBOUKEUR, 2007 ;
BADAOQUI ,2000). Les protéines lactosériques, possédune haute valeur nutritive et joue
un réle important dans l'auto-épuration du lait qoui'elles possédent pour la plupart une
activité protectrice contre les attaques extéreBARBOURet al. ,1984 ; EL-SAYEDet
al., 1992 ).



La teneur en lactose dans le lait camelin se sitie 2.5 et 5.6% versus 4.8 a5 %
dans le lait de référence. Selon GNAN et SHEREH¥86) in SIBOUKEUR, (2007) ;
BAYOUMI,(1990) in SIBOUKEUR, (2007), ces concerioans €élevées en lactose,

expliquent la saveur parfois sucrée du lait deveike.

La teneur en eau, varie en fonction de sa dispdgiloians I'alimentation. Pendant la
période de sécheresse, elle atteint sa valeur naéxinD’'une maniére générale, elle est
présente dans le lait en quantité suffisante pouwrir les besoins du chamelon (YAGIL et
ETZION,1980 in SMAIL ,2002). En cas de restrictides chamelles en eau alimentaire, le
lait se traduit par une dilution (86%), dans ugimeée déficient, elle s’éleve a 91% (FAYE et
MULATO ,1991). Il semble que c’est un mécanisme ddjatation au manque d'eau
permettant de protéger le chamelon de la soif.

La composition en minéraux du lait de chamelle,pbss diversifiée que celle du lait
de vache. La teneur en macro-éléments (sodiumsgata, calcium et magnésium) est
presque similaire a celle du lait bovin alors qes dconcentrations plus élevées en oligo-
éléments (fer, cuivre,zinc, fluor et plomb) ont &#@registrées pour le lait de chamelle
(BOUDJENAHet al. 2009).

Ce lait se singularise par sa richesse relativei@rine ou vitamine B3 (4.610 mg/kg)
( SAWAYA et al.1989) et en vitamine C (entre 25 et 60 mg/l) )MERYA et al.1989 ;
SIBOUKEUR,2007), teneur trois fois plus élevée qabe présente dans le lait bovin qui ne
dépasse pas les 22mg/l ( MATHIEU, 1998 in SIBOUKERIR7). Néanmoins, des taux plus
faibles en vitamines, A, E et certaines du groupsoBt signalés dans le lait de chamelle
(FARAH, 1993).

Les caractéristiques de la matiére grasse decchiiprse rapprochent de celle du lait
humain.La matiére grasse de couleur blanchatrefaiide son déficit en carotene, est
dispersée dans le lait sous forme de globulesdgaeetit diamétre (3um versus 20um pour le
lait de vache) (SMAIL ,2002). Ce caractere renthiiere grasse plus digeste, comme dans
le cas du lait humain. Cependant, il constitue emteave a I'écrémage donc a la technologie

beurriére.

Selon MORRISON, (1968), GORBAN et IZZELDIN,(1999)GORBAN et
IZZELDIN,(2001), les lipides simples prédominentr sies lipides complexes. Les

triglycérides représentent 96 % des lipides tottyxarmi les stérides, les esters decholestérol



se trouvent avec une concentration de 9.98 mg/D@0w. la fraction estérifiée du lait de
chamelle, le pourcentage des AGS est égale a 528 4% est composé d'acide
palmitique(GORBAN et IZZELDIN, 1999). Ces AG prédommnt Pour les AGI, le lait
camelin contient de I'acide oléique, et de I'acuémitoléique. L’acide pelargonique )

et 'acide décanoique(g:1) ont été trouvés avec des quantités signifieatidans le lait
camelin contrairement au lait bovin. Les AG a cesirchaines sont relativement peu
présents(GORBAN et IZZELDIN, 1999).

1.4. Microbiologie du lait camelin

Le lait est un substrat renfermant des concentratsatisfaisantes en protéines, en Glccides,
en lipides, en sels minéraux et en vitamines, pdar croissance cellulaire.Les
microorganismes existant dans notre environnenvamtf donc trouver dans ce bioproduit
un substrat idéal pour leur développement. La pi@sele nombreux facteurs de croissance
permet de satisfaire de nombreuses espéeces micnasieexigeantes et difficiles a cultiver
dans un milieu moins complet(LARPENT al,1997).Le Ilait contient peu de
microorganismes (3000 germes/ml) lorsqu’il estg@réldans de bonnes conditions et a partir
d’'un animal sain(GUIRAUD, 1998). Il s'agit essefigenent de germes saprophytes du pis et
des canaux galactophores : microcoques, streptesdquatiques et bacilles.D’autres micro-
organismes peuvent se trouver dans le lait lorkgstiissu d’'un animal malade, par exemple
I'especeStaphylococcus aureussus d’'un animal atteint de mammites. Ainsi, aurs de la
traite, du transport et du stockage a la ferma dusine, le lait peut étre contaminé par une
grande variété de micro-organismes. Une partiéesent d’entre elles peut se multiplier
dans ce bioproduit si la température est favorablée milieu est propice (LARPEN&t

al. ,1997).

Le lait peut aussi étre contaminé par des gernsssisides feces et des téguments de
I'animal(coliformes, clostridium ...), du sol (lisiar streptomyces ...), de la litiere et des
aliments(flore banale variée), de l'air et 'eaesdquipements de traite et de stockage, des
manipulateurs(Staphylococcus dans le cas de lde tmaanuelle) et de vecteurs divers (en
particulier les insectes) (GUIRAUD, 1998).

Il en résulte que la nature de la flore microbiedodait cru est a la fois complexe et variable
d’un échantillon a l'autre et suivant 'dge du (BARPENTet al. ,1997).



Beaucoup de travaux se sont intéressés a la lmdwgie du lait bovin, caprin et ovins, par

contre peu d’entre eux ont porté sur celle du carhelin. Parmi ces derniéres, nous citerons :

AL- MOHIZEA et al. (1994) qui en s’appuyant sur la numération dgeatre
groupes de micro-organismes (la flore aérobie eptdks psychrotrophes, les
coliformes et les bactéries sporulantes), dédtigea la qualité hygiénique du lait
camelin est satisfaisante ;

YAGIL et al. (1994) ont montré que si les dromadaires du traupont en bonne
santé, la pasteurisation du lait de chamelle njest indispensable ;

BARBOUR et al(1984) ont mis en évidence I'inhibition des bae®ipathogénes par
le lait camelin. lls attribuent cette activité dnatttérienne a la présence de protéines
protectrices (lyzozyme, lactopéroxydase , lactaferr.) ;

DURHAIMAN (1988) a monté l'effet inhibiteur du lgzyme extrait et purifié a
partir du lait camelin sugscherichia colietMicrococcuslysodeikticusn le comparant
a celui de 'ovalbumine ;

EL-SAYED et al. (1992) ont montré l'efficacité des protéines pctriees du lait
camelin contré,actococcuslactissubspcremoris, Escherichia colbiapBylococcus
aureus, Salmonella typhimuriuet rotavirus ;

ABOU- TARBOUCH et al,(1998) ayant travaillé sur quatre especes dechast
bifidogenes a savoir Bifidobacteriumbreve, B.bifidum,B.longum et B. Aagum
suggerent d'utiliser de la poudre du lait cametimme milieu de préculture de cette
flore a haut potentiel nutritionnel et thérapeuégprobiotiquesykar cette derniere
exige pour sa croissance la présence des amigiegs libres et de peptides comme
source d'azote (prébiotiques

SIBOUKEUR et al(2002) en isolant a partir du lait camelin des té&aes
halotolérantes, des entérobactéries et des aoi®ront montré que leurs taux
diminuaient durant les trois premiers jours detfeposage du lait a la température
ambiante, alors que celui des bactéries lactiquesdance a augmenter :il s’agit d’'un
effet autoépuratif puissant ;

SIBOUKEUR (2007) a confirmé la présence de cet tefeuto-épuratif
particulierement efficace et que le PP3 isolée p&®LE possédait une action
inhibitrice fortement prononcée contre les bacgr®lotolérantes et assez peu

prononcée contre les entérobactéries.



De ce qui précede, il en ressort, que le laitldaEmelle possede un systeme protecteur
spécifique, puissant contre la flore de contamima@e systéme est composé de substances
antagonistes telles que des protéines protes{tigzozyme, lactopéroxydase, lactoferrine,
PP3..),des acides organiques, le peroxyde d’hydmget des bactériocines produites par les
bactéries lactiques (BARBOURet all1984; KLAENHAMMER et al,1994;
SIBOUKEUR ,2007).

1.4.1. Systeme protecteur du lait camelin

Les acides organiquexcrétés par les bactéries lactiques assurent idgaoetantes
fonctions antimicrobiennes. Sous leur forme indigs® ils traversent passivement la
membrane cytoplasmique et pour de fortes concéigat’acides, le milieu intracellulaire
peut s’acidifier a un point tel que les fonctioosllulaires sont inhibées et le potentiel
membranaire annulé (KASET,1987 in KLAENHAMMER al.1994). Ainsi, 'accumulation
d’acides organiques est directement inhibitricerpl@s micro-organismes pathogenes qui
exigent des pH neutres. D’autre part en conditicideg la compétitivité des bactéries
lactiques se trouve améliorée, étant donné leus ghande tolérance aux bas pH extra et
intracellulaires (KLAENHAMMERet al.,1994).

Le peroxyde d’hydrogene (HO,) est connu depuis longtemps comme agent majeur
de [lactivité antimicrobienne des bactéries laasg(PRICE et LEE,1970,DHIVA et
SPECK,1969 in KLAENHAMMERet al, 1994). Sa production peut avoir lieu selon plusie
modes mettant en jeu des oxydases et probablemest sliperoxydedismutases
(CODON ,1987 in KLAENHAMMERet al.1994).

Selon EL-SAYEDet al.(1992), lelysozymecamelin a un effet inhibiteur seulement

sur Salmonella typhimuriuet ne présente aucun effet conB@phylococcus aurelel”Z a

un méme spectre d’activité que celui de I'oeufréspnte une activité différente de celle du LZ
bovin. Ce dernier inhibela croissancé.detococcus cremorist n'a pas d’effet susalmonella
typhimurium.

La lactoferrine est présente en grandes quantités dans le laitaieélidés. C’est
une protéine qui posséde une activité antimicrot@erantivirale, anti-inflammatoire et
analgésique(KONUSPAYEVALt al, 2003). Elle présente un effet inhibiteur simiadr celui
du lait bovin. Cette activité inhibitrice est da captage du fer nécessaire au développement
des micro-organismes notamment celui Beoli. . D’aprés REITER, (1983) inEL-
SAYEDetal,(1992), les concentrations élevées en acide wéridans le milieu diminuent

I'activité inhibitrice de la LF. Puisque le laiamelin contient moins de citrate que le lait
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bovin (EL- AGAMI,(1985) in EL-SAYELt al,(1992), on peut supposer que sa LF a une
activité inhibitrice plus élevéeEL-SAYEDal.,(1992).

La lactoperoxydase ou le systeme LSP

L’activité de la LP cameline est similaire a cetle lait bovin(EL-SAYEDet al, 1992).
Cette protéine enzymatique est tres efficace colfadivité et la croissance des micro-
organismes nuisibles. L’efficacité de cette attivest d’autant plus importante que le lait
renferme du soufre et dw,8, donc que le systéme LSP est actif. C’est le cdaitisgamelin
riche en soufre provenant des plantes broutéescqpas sahariens). Le peroxyde
d’hydrogéne est formé avec I'oxygéne dissout darait. L'action du systéme LSP résulte
de I'oxydation de I'ion SCNen présence du peroxyde d’oxygene, qui fait ajijpardes oxy-
acides parmi lesquels I’hypothiocyanate(OSCN serait un puissant
inhibiteur(KONUSPAYEVAet al.,2003). Ces derniers ont des propriétés bactésodntre
les bactéries a GRAM négatif mais bactériostaticprére les bactéries a GRAM positif(EL-
SAYEDet al, 1992).

Les immunoglobulinessont des glycoprotéines de faibles mobilité élgttovétique et
ayant un poids moléculaire élevé. Ces protéinesgif® sanguine sont présentes dans les
laits de toutes les espéces (DE WIT, 1998).Leunctfon est d’assurer la transmission de
'immunité de la mére a son petit.Chez les rumisatds Ig de la classe G sont les plus
dominants (ALAIS et LINDEN,1997in SMAIL,2002).

Selon EL-AGAMY (1994) in SMAIL,(2002) ; EL-AGAMY (296) in SMAIL,(2002);
LAUWEREYS et al,(1998) in SMAIL,(2002) ,les Ig camelines présantane similitude
avec celles bovines. Elles different néanmoindeas poids moléculaires.

Le PP3 camelin connuégalement sous le nom de « lactapheriest un homologue
du PP3 bovin. Il s’agit d’'unephosphoglycoprotéiblte est composéede 135 résidus d’acides
aminés (SORENSEN et PETERSON,1993). Elle conparg de sérine et de glycine que les
protéose-peptones en général, par contre, elléecwmhoins de proline et de valine. Comme
les protéose-peptones, ce composant contient peides aminés aromatiques (la cystéine et
le tryptophane n'ont pas été déterminés (PAQUWERL, 1982). Il se caractérise par son
hydrophobicité élevee(PAQUET, 1989). Il exerce w@wmtion inhibitrice vis —a —vis des
souches microbiennes de contamination du lait demelle(germes halotolérants
entérobactéries pathogenes, entérobactéries fotagslactobacilles semblent résistants a
laction du PP3. Cela peut s’expliquer par la pnése d'un seul sitede O-
glycosylation,permettant de reconnaitre seulemaritoke nuisible exogéne (SIBOUKEUR,
2007).
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Le puissant systemeprotecteur du lait camelin esforcépar I'action des bactériocines
produites par les bactéries lactiques, la nisineyite pai.actococcus lactiseen I'occurrence
1.4.2.Bactériocines

Les bactériocines sont des protéines ribosomisyeshétisées et libérées dans le milieu
extracellulaire. Elles sont douées d’'une actib@étéricide a I'encontre d’espéces proches de
la souche productrice (KLAENHAMMERet al.,1994 ;HENG@t al, 2007 ; GONGet
al,2009). Elles agissent a tres faible concentration, delte de la pico ou de la nanomole/

| (PARADA et al.,2007 ; RONGNEet al, 2009). Cesmolécules peuvent tuerouinhiber la
croissance des bactériespathogenesqui se didpute@me nicheécologiqueou la méme
source d'éléments nutritifs : d’ou leur importamans les industries agroalimentaires. La
structure de ces substances est résistante adlauge. En plus, elle est stable a pHcombiné
au traitement thermique, ce qui veut dire qu'elleunpait étre utilisée dans le cas de
préparations subissant un traitement thermique paurpréservation dans lindustrie

agroalimentaire (BAYOUBL al,2006). Contrairement aux antibiotiques, les bamtéres:

ont un spectre d’activité relativementétroit;

elles ne sont pas toxiquesetsont rapidement adigpadles
protéasesdansletractusdigestif de 'homme(RILEYAM. et WERTZ J. E., 2002 ;
PARADA et al.,2007) ;

elles sontsynthétisées ribosomiquement, contr@énénauantibiotiques, qui sont
synthétisés par un systeme enzymatique unique;

chaquebactériocinepossedeson propre déterminantunitaite dont le geneestliéau
gene de la bactériocine, alors que les détermigénédiquesde résistance aux
antibiotiquesne sont pasliés,etsontexprimésindépantent desgénes codant pour la
synthésed'antibiotiqu@¢ESet al. 2002);

les bactériocinessontgénéralementproduitesau cdersa phase de croissance et
cessent de se produire a la fin de la phase expelhefWARDANI et al.2006).
La productionest souventrégulée par un systémegorposantde régulation
alors que les antibiotiquessont des métabolitesskd@s produits au cours la

phasestationnaire.

Les bactériocines ne sont pas fréquemment actov@secles bactéries a GRAM-négatif.

La famille des bactériocines comprend une diverd# protéines qui different par leur taille,
les souches cibles, le mode d'action et des méunanisle I'immunité(RILEY et WERTZ,
2002).
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La plupartdespremiers succésdansla définition deéduredesbactériocines été liéea
celle desbactéries a GRAM-négatif, en particuléscolicines, etune grande partie deces
connaissanceest issue du travaildeGRATIAetFREDERIEQ1925, GRATIAa décrit pour
la premiére fois I'antagonisme entre des souclees.cbli. En 1946FREDERICQ a utilisé
des colicines mutées résistantes afin de clésseplicines (HENt al,2007).
Uneobservationremarquable a été enregistrée enlagld’'une enquétesur les bactériocines
produites par lesbactéries GRAM+.Cette observatiomontre que l'une des
activitésinhibitricesdeslactocoques(Streptocoques gtoupe N) contre d'autresbactéries
lactiques estdueaunemolécule caractérisée comme  stasgbprotéique
antimicrobienneappelée”substance inhibitrice dwgeoN"ounisine(MATTICK et HIRSCH,
1947in HENGet al,2007).
Néanmoins, la bibliographie ne mentionne pas deatra portant sur lisolement des
bactériocines a partir du lait camelin cru. BAYOWHBsolé des souches productrices de ces
substances a partir du lait fermenté (Raib) (ALMEEt al, 2010).

1.4.2.1.Bactéries lactiques productrices de bactériocines
Les bactériocines peuvent étre produites par plusibactéries a GRAM +, GRAM -et
quelques Arche&ependant, les travaux publiés portent sur laptoolu  des
bactériocinesparbactéries GRAM + particulieremegites des bactéries lactiques (JACK
al.1995)
Cessubstances ontététrouvéesdanstoutes lesgrampheestiebactérieset, plusréecemment,
elles ont étédécritestels qu'elles sont univemsgtgproduites parcertainsmembres
delaArchaea. SelonKLAENHAMMER, 99% de touteslest®aespeuventélaborerau moins
une bactériocine.Toutefois, peu de chercheurssé gemchés sur cet aspect(RILEY et
WERTZ, 2002).Le tableau | présente quelques baciées produites par quelques bactéries

lactiques

Tableau | : Bactériocines produites par quelques bactéregylees (KLAENHAMMER
et al, 1994).
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Espéeces productrices

Bactériocine

Spectre d’activité

Caractéristiques

Lactococuslactisssplactis

Nisine

- Bactéries a GRAM+

- Lantibiotique3.5

kDa

LactococcuslactissspcremoriPiplococcine

- Lactococcus

- Sans lanthioning

5.3 kDa

14

"

- Lactobacillus delbrueckii

- Purifiée,6.3kDa,

. . . . - Lactobacillus helveticus formant un
Lactobacillus acidophilus Lactacine B
complexe de
haut PM
- Bacteries lactiques - Protéinique,2.5-
_ - Listeria monocytogenes 3.0 kDa
Leucocine )
Leuconostoc - Enterococcusfuccalis - Séquence de 3
A-UAL187
aa
- clonée
- Pediococcus -16.5 kDa,liée 3
- Lactobacillus plantarum un
o - Lactobacillus casei plasmide,séquer
) Pédiocine _ _
Pediococcus AL . Lactobacillus bifermentans| ce de 44 aa

- Leuconostocmesenteroides

- Listeria monocytogenes

1.4.2.2.Classification des bactériocines

KLAENHAMMER et al.{1994) ont classé les bactériocines en trois [paies classes,en

fonctiondeleurscaractéristiqgues biochimiques (Ptggrétiques :

Classe

I: appelées «

lantibiotiques»

laxgthionine-

containingatibioticpeptides)(TODOROV S. D.,2009). Ce sont des peptik petite taille

(<5 kDa), stablesa la chaleur. Les Lantibiotiqugssent sur les structures membranaires.

Elles sont profondément modifiées aprés traductengqui conduit a la formation d'acides
aminés caractéristiques(thioétherlanthionine etyileinthionine) (PARADAet al.,2007).

La

similitudesstructurelles

classe des

lantibiotiquesest

diviséeendeuxdassasen

fonction des
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Sous-classe | aelle inclue, les peptides flexibles et chargéstpesent. Ils
agissent généralement en formant des pores dans membranes
cytoplasmiques des souches cibles sensibles. dinenest le prototypique
lantibiotique(PARADAet al.,2007).

Sous classe | b elles sonttypiguementglobulaires, plusrigidestian
structureet sontsoitchargée négativement oun'ostiepachargenette. Elles
exercentleuractionen interférant dans les réactemw/matiques essentielles
des souches cibles(DEEGANal,2006 inPARAD/et al.,2007)

Classe Il.: lesNon-Lantibiotiques: ou « pediocin-likebacters ». Ce sont

desbactériocines de poids moléculaires variablesisganéralement de petite

taille(<10kDa). Elles sontstables a la chaleur,rbgtiobes et douées d’une activité
cytolytiqgue(KLAENHAMMER et al., 1994; PARADA et al,2007).Cetteclasse

comprend trois sous classes:

Sous classka: peptides actif contre le genre Listeria Les
bacteriocinescaracteristiques qui représentet# seus classe sont :la pediocine
PA-1 et la sakacine P(PARAAAI.,2007).

Sous Classe llb formée par un complexe de deux peptides distincts
Cespeptidesontpeu  oupasd’activitéetilsembley avaucunehomologie de
séquenceentre lespeptidescomplémentaires(PARAL2A 2007).

Dans ce groupe figurent la lactococcine @Geilantaricine EF e JK(PARADAt

al. ,2007).

Sous Classe licpetits peptides, thermostables,qui sont tranépopar un leader-
peptides. Dans cette classe existe seulement largiiine A et la
acidocineB(PARADAet al.,2007).

Classe lll.: des bactériocines de grande taille (>30k Da) iblrss (dénaturation

thermique) et donc complexes quant a leur actibaétéricide et/ou leur structure
protéinique (KLAENHAMMEREet al,1994; PARADAet al.,2007).

1.4.2.3. La nisine

La nisine est un métabolite primaire et sa biogysth est fonction de la croissance
cellulaire(PIARD et DESMAZEAUD, 1992 ; RAY, 1992 iDAOUDI ,2000; LE LAY,

2009).Elleest produite a I'état naturel par lestococcugdrouveés dans des plantes vertes et

dans le lait cru. Les géenes codant pour la bioggghde la nisine sont portés sur un
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transposon quest mobile et peut donc étre localisé au sein du chemm@ ou sur un
plasmide. Onze géenes sont impliqués dans la primaiugdé la nisine. Ces génes sont organisés
en opéron(DAOUDI, 2000 ; CHEIGHt al, 2005) Comparée avec d’autres bactériocines
produites par les bactéries lactiques, la nisiress@de un large spectre d’activité. Tous ces
variants(A et Z) inhibent la plupart des bactédegSRAM positif , & GRAM négatif et méme
les spores bactériens. Elle a un mode d'actionébeicte contre les bactéries GRAM-
positives y compris les détériorants alimentacemme le Clostridium sp, Bacilluges
micro-organismes pathogenes comrhisteria monocytogeneset ceux qui causent la
mammite bovineStaphylococcus aurewet Streptococcus dysgalacti@YAN et al, 1998 in
PARADA et al.,2007). Elle est également active contre les mgithes humains comme les
Staphylococcus aureusésistants a la methiciline (MRSA)(PARAD& al.,2007).

Cette bactériocine est composé de 34 résidus aatyls: Ces deux variants different
seulement dans I'acide aminé numéro 27(substituterlis dans la nisine A par Asp dans la
nisine Z)Elleest principalement utilisée dans les aliments ersexve, les produits laitiers et
particulierement dans la production de fromageltoet de fromage a tartiner.

A ce jour la seule, c’est la seule bactériocineoastte comme additif alimentaire pour le
contrble microbiologique et sanitaire de certaitiments lactés, carnés, et conserves. La
nisine estthermostable, résistante a la trypsinenasttivée par l'alfa-chymotrypsine. Son
spectre d’activité est trés large ; elle inhibeplapart des bactéries GRAM +,notamment
Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Stdpcoccus aureus
(RAIMBIAULT,1995, DAOUDI, 2000).

1.4.2.3.1Mode d’action de la nisine

La nisine posséde un double mode d’action antirhierme.Elle se lie aux
lipidescomplexes (phospholipides), inhibe la sys¢hde la paroi cellulaire, forme des pores
au niveau de la membrane cytoplasmique de la souaiite Staphylococcus aureusn
I'occurrenceet donc la dépolarise(ANONYME 1,200BARADA et al,2007 ; GONGet
al,2009 ;RAY ,1992 in DAOUDI, 2000)

1.4.2.3.2actococcus :producteurs de nisine

La premiére étude sur les lactocoques a été eisteep 1873 par Joseph LISTER. Ce
chercheur avait tenté de prouver la théorie deeBagtour la fermentation lactique. Durant

ses expeériences, il a obtenu la premiere cultustébanne pure.ll lui donna le nom de
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« Bacteriumlactis». Cesbactéries sont plus tard renommé Streptococcusactis » par
ORLA- JENSEN, (1919).

En ce basansur des investigatis exhaustives, SCHLEIFEBt al.{1985) proposent d
séparer les streptocoques du group, des oraux, entérocoques et streptocc

hémolytiques et proposent le gen Lactococcus> (TEUBER et GEIR006)

La position des lactocoquesans I'arbre de I'évolution phylogénique des baeed GRAM

+, montre leur séparation des streptoccs pathogenes(fig.1).

I/ i

Stanhv!oco&us

Lactococcus

P
Streptococcus

Figure 1 : Arbre d’évolution phylogénique des bactéries a GRANhontrant la position d¢
Lactococcus. (Arbre est baseé sur les séquencegatiokcléotides de 'ARNr1€)(TEUBER et
GEIS ,2006).

La taxonomie moléculaire des permet la détection et la différenciation de ndieg:
especes : LclactisLcgarviae, Lcraffinlactis, Lcplantarum et Lasciun(TEUBER et
GEIS ,20086).

1.4.2.3.4Caractéres généraw
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L’espécelLactococcus lactis subsp lactiest une bactérie a GRAM positif, a catalase
négative aéro-anaérobie facultative. Elle se traeivdorme de coques disposées en chaines
de longueur variable. Les cellules sont ovoidesmhériques de 0.5 a um de diamétre. Elle
possede un métabolisme homofermentaire et progcitsgvement de I'acide lactique L(+).
Comme tout le gendactococcuglle se caractérise par la présence d’antigergralipe N,

par son caractére faiblememthémolytigue et non hémolytique, par sa température de
croissance minimale inférieure ou égale a 10° C omtmale voisine de 30°C, par sa
thermosensibilité et son inaptitude a croitre egespnce de 6.5% de NaCl et a pH
9.6.DELLAGLIO et al(1994) ; TEUBER et GEIS (2006) ; KNt al.(1999) ont montré que
I'espécelactococcus lactis subsp lactiétait résistance a I'acidité, a la bile, au séla ¢éa

congélation.
1.4.2.3.5.Habitat

Selon CASALTA et MONTEL, (2007), le biotope deactococcus lactisest les plantes et
la peau des animaux. Il faut considérer comme fendi@ypothese selon laquelle leur
présence dans le lait est due a une contaminatiosegproduit pendant la traite, et que le
fourrage en représente la source principale. Legdia les plus importants deactococcus
lactis demeurent le lait, les laits fermentés et lesnfiges, ou on les trouve en quantité
dominante(DELLAGLIOet al.,1994).

1.4.2.3.6. Exigences nutritionnelles

Comme toutes les bactéries lactiques, I'espectococcuslactissubplacpesséde une faible
aptitude biosynthétique. Cette souche exige pogr@asance des acides aminés a savoir : la
leucine, histidine valine Glctamate, isoleucindaeiméthionine. Elle exige aussi, la présence
de vitamines (vit B12, biotine...), des acides aigaes tels que l'acide acétique et l'acide
oléigue et des acides nucléiques, des cationsquel le magnésium et des sucres
fermentescibles (DESMAZEAUD et De ROISSART, 199LEIVERA et al, 2005).

1.4.2.3.7.Transport et métabolisme des sucres

Lactococcus lactis subsp lactisprésentent un métabolisme homofermentaire. D’apres

NEVES et al, (2005), les sucres sont transférés au nivealuageococcus lactipar trois
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méthodes : PEP- PTS, en se liant avec un iont{@gréd’'un gradient d’ions) et transport
ATPases. D'unpointdevue bioénergétique, lesystei@estiprobablementleplusefficace.

Selon CASTROet al,(2009 chezlLactococcuslactisle Glccose est transféré par deux
systemes phosphoenolpyruvate distincts :le  systemie phosphoenolpyruvate —

phosphotransferase (PEP-PTS) et un ou plusieninsPiS perméases inconnus.

Le principal systéme de transport du Glccoséatgococcuslactisst formé par la Glccose —
PTS. Pour le lactose, il est transféré grace daatese- PTS inductible codé par un plasmide
(KONINGS et al.,1994).

Les Lactococcus lactisont la capacité de fermenter divers monosacchartisaccharides, et
occasionnellement des hexitols.La voie d’EMPsertsdut les cas, de voie principale de
dégradation des dérivés phosphorylés. Le Glccadsi sne phosphorylation au cours de son
transport par le systeme PEP-PTS et § @cumulé est ensuite fermenté en acide lactique
par la voie d’EMP. Le lactose est aussi métabopsaé fermentation homolactique, comme le
Glccose(fig2) (THOMPSON et GENTRY-WEEKS ,1994).

Cependant d’autres sources d’énergie telles qugalectose, le maltose, le sorbitol, le
mannitol etc..., peuvent produire, au cours de lef@rsnentations, diverses quantités
d’acétate, de formiate, de diacétyle, d’acétoinedet2,3 butandiol, tout comme l'acide
lactique(fig2) (THOMPSON et GENTRY-WEEKS ,1994).
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1.4.2.3.8Autres types d’inhibitions exercées parles Lactocages

D’autres inhibitions que les bactériocines produftar les Lc, sont a signalées. Ces différents
types d’'inhibition peuvent agir par synergie.

1.4.2.3.8.1nhibition par production de H >0,

Certaines bactéries lactiques produisent des déarguffisantes de peroxyde d'’hydrogene
pour inhiber de nombreux micro-organismes indétmbl’effet  bactéricide d¢,0.a
éteattribuéason  effet oxydant puissant surledulesbactériennesetaladestructiondes

structures moléculaires de base des protéinkslanes(ZALANet al ,2005).

D’apres ITO et al, (2003),unfiltrat acellulairedes. lactis subsp.
lactisquicontenaitenviron350ppmde ;8, a montré une activité antimicrobiennecontre

Staphylococcusaureus.
1.4.2.3.8.2nhibition par production d’acides organiques

Les acides, lactique et acétique excrétés pambaetries, sont les principaux accepteurs
d’électrons et les produits terminaux du métabadisiermentaire. Ces acides organiques
assurent deux importantes fonctions antimicrobisni$®us leur forme non dissociée, ils
traversent passivement la membrane cytoplasmiqumet de fortes concentrations d’'acides,
le milieu intracellulaire peut s’'acidifier a un poitel que les fonctions cellulaires sont
inhibées et le potentiel membranaire annulé(KASHBB7 in
KLAENHAMMER ,1994).Ainsi, l'accumulation d’acides organiques est dieetent
inhibitrice pour les microorganismes nuisibles quiésentent un seuil bas de résistance aux
changements de pH intracellulaD&utre part, en condition acide, la compétitivilés
bactéries lactiques se trouve améliorée, étanté&baur plus grande tolérance aux pH extra et
intracellulaire(KLAENHAMMER ,1994).

1.4.2.3.8.3nhibition par production de diacétyle

Comme agent antimicrobien, le diacétyle est neadtgnplus efficace contre les
bactéries a GRAMnégatif, les levures et les maisess que contre les bactéries a GRAM +
(JAY, 1982). Des concentrations de I'ordre de 2§ de diacétyle inhibent les bactéries a
GRAM négatif et les levures. Les bactéries lactiggent généralement inhibées par des
concentrations plus élevées (350ug/ml), alorsaplies non lactiques a GRAM positif sont

inhibées par des concentrations de 300pg/ml (JAS2)1L9
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1.4.3.Lesstaphylocoques : souche cible

Jusqu’en 1870, les Staphylococcus étaient connuemeo agent causant des
inflammations de la peau. lls ne sont associésialoxications alimentaires qu’'en1884,
année ou VAUGHAN et STERNBERG ont isolé le germend’cheddar, lié a environ 300
cas d'intoxication alimentaire dans le Michigan.€M, larelationentre
I'intoxicationalimentaireet les toxines produitear pes staphylocoques etla toxineproduite
parStaphylococcus aureusa été mise en évidenc&R&BRsur des volontaires humainslors

d'uneépidémiecausée par le lait, aux Philippia$ (OT, 2001).
1.4.3.1. Caracteres généraux

L’espéceStaphylococcus aurewest une bactérie a GRAM positif, de 1um de diaemé&ous

microscope, les cellules apparaissent groupéesrappg de raisin. Cela est du a trois
divisions planes et incompletes. Ces cellules sontobiles et donnent une couleur jaune-
dorée a la colonie dont elles appartiennent. Laipeellulaire contient trois constituants

majeurs :

le peptidoglycane, composé d’unités répétitivedlercétyl-Glccosamine (1-4) liées
a l'acide N-acétyl-muramique ;

des acides teichoiques au ribitol, liés via desadétyl-manosaminyl €1-4) N- acetyl-
Glccosamine au muramyl-6- phosphate ;

la protéine A, liée au peptidoglycane par desdiasscovalentes(BHUNIA, 2008) .

L’espéce Staphylococcus aurewst aéro-anaérobie facultatif mais croit mieuxaérobiose.
Elle est halotolérante (supporte 10-15% de NaCBtalase positive (excepté pour
Staphylococcus aureussubspanaerob&ig)xydase négative (VERNOZY- ROZAND ,1997 ;
BHUNIA, 2008). C’est une espece mésophile donetagérature optimale de croissance se
situe entre 30 et 37°C, la température minimaleeehtet 10°C et maximale jusqu’a 45°C.
Elle supporte des valeurs de pH comprises entreed®23 avec unpH optimal de 7 a.7.5
(SATURA,1998 in KERMMANE ,2009)

D’apres VADAMODE et al.(1981)cette espececroit dans des conditions ditktile I'eau
assez faible Aw = 0.84 et est capable de prodesestérotoxines a une Aw = 0.86
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1.4.3.2. Pouvoir pathogene
Staphylococcus aurewsst une espéce pathogene car elle est capablednerune ou des
entérotoxines, protéines thermostables, resporsabfges ingestion, de troubles digestifs
chez 'homme. C’est pourquoi le dénombremenStiphylococcus aurewans les aliments
a été pratiqué depuis longtemps ; la bactérie @ssidérée comme bactérie potentiellement
pathogéne (POUMEYROL et LAFARGE ,1997). Cette éaet est 'une des especes
bactériennes qui cause des mammites qui sont @esios inflammatoires de la glande
mammaire. Chez les principales especes domestiglies, se traduisent par des signes
cliniues divers en fonction, entre autres, du estdtvolution de ces réactions (aigué,
subaigué, chronique) et de la nature des agemi®dgtiues impliqués dans leur apparition.
Par ailleurs, ces mammites peuvent étre aussi inidhgts. A l'instar d’autres especes
animales domestiques, les mammites ont été déchies les chamelles dans plusieurs pays
(QUANDIL et OUDAR (1984)in KANE et al., (2003a), BARBOURet al., (1985),
ABDURAHMAN(1994) )in KANE et al., (2003a), WERNERY et KAADEN (1995),
OBIED et al, (1996), AL- ANl et atSHAREEFI, (1997) in KANEet al,(2003a), TIBARY
et ANOUASSI (1997) in KANEet al, (2003a), SGHIRdt al., (2000) in KANEet al,(2003a),
KANE et al., (2003b)). Cependant, les mammites semblent maidguéntes chez les
chamelles que chez les autres ruminants (vachéjsbrehévre). En outre, les mammites
subcliniques chez la chamelle sont plus fréquentes celles avec des signes cliniques

évidents.
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[l.Matérielet méthodes
2.1.Matériel biologique
2.1.1. Lait de chamelle

Les échantillons de lait utilisés, proviennent ti@aroellesvivant en extensif dans la
région de Ouargla. Ces chamelles appartiennenpagdalation Sahraoui. Nous avons utilisé

dans cette étude quatre échantillons de laits,&ange (Tableauxll):

Tableau Il :Echantillons de lait utilisés

Echantillons | Date de réception
1 20.01.2011
2 23.01.2011
3 02.02.2011
4 14.02.2011

Les échantillons de lait sont transportés au ktioe de microbiologie dans des
flacons propres. Une fraction est soumise a dés pesliminaires consistant en la mesure du
pH, de la densité et de I'acidité titrable. Uneraditaction est immédiatement réfrigérée a 4°C

en vue de subir d’autres analyses.
2.1.2. Lait de vache

Deux échantillons de lait bovin ont été transpord@ss des flacons propres, au
laboratoire de microbiologie.Le premier échantillprovient de la région de Ouargla, le
deuxieme de la région de EL-Oued .Les deux échamdilsont recus le 08.02.2011et
subissent les mémes tests préliminaires que hemnétions de lait camelin. Une fraction est

stockée a 4°C pour des analyses ultérieures.
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2.2. Méthodes
2.2.1. Tests physico-chimiques

Les échantillons de laits, camelin et bovin, ssdig les mémes tests physico-

chimiques consistant en la détermination du pH|'ad&lité titrable et de la densité.
2.2.1.1.pH

La mesure du pH est réalisée par pH-métrie (IntdaM) . L'électrode de référence
pour la mesure de la concentration en ions H+ (ahnpH) est I'électrode a I'’hydrogéne.
Celle-ci en platine, spécialement traitée, est ing@e dans la solution dont le pH doit étre
mesuré (LEHNINGER, 1981)

2.2.1.2.Acidité Dornic

L’acidité du lait, exprimée exlegré Dornic, est le nombre de ml d’hydroxyde de
sodium 0.11 N nécessaire pour neutraliser 10 mladeen présence de phénolphtaléine
comme indicateur coloré( 1 °D correspond a 0,lagide lactique par litre de lait(FARA&L
al. ,2004) (Annexe 2). L’acidité Dornic témoigne détéit de fraicheur du lait et de sa richesse
relative en caséines, en phosphates, en citrateydesgéno-carbonate et en lactates
(SIBOUKEUR ,2007).

2.2.1.3. Densité

La mesure de densité est réalisée a I'aide demétss (Widoer,Germany).

2.2.2. Analyse microbiologiques

Les échantillons de laits, camelin et bovin, ssdig les mémes analyses et tests

microbiologiques (fig. 3).
2.2.2.1.Test de la réductase

Le test de la réductase permet d’estimer la changeobienne des échantillons de
lait collectés.Son principe est basé sur la déatitor du bleu de méthylene. La rapidité de
cette décoloration est directement proportionnalilemombre de germes présents (LARPENT
et al.1997). Plus I'activité microbienne est forte, ptusirte sera la durée de décoloration des
échantillons (RYFFEL,2006) (Annexe 3).
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2.2.2.2.Choix de la souche cible
Dans le présent travail, nous avons ch@saphylococcus aureeemme souche cible

pour plusieurs raisons :

elle est sensible aux bactériocines (CHOI, 2000LL@UCHE et al.2010)
notamment a la nisine(RAIMBIAULT,1995 ; SHARMét al, 2010) ;

Cette espece appartient a la flore de contamimatipathogene des produits
alimentaires (TRIAS,2008). C’est une espéce qoe peut retrouver dans le lait,
mammiteux (LARPENTet al. ,1997) ;

elle est résistante aux antibiotiques (RAHAL, 1984

elle est catalase positive. Cette propriété pedi@iminer I'effet inhibiteur du HO,
dans les tests d’antagonisme et dans les culturdssm

c’est une espéce pathogene, responsable de nombrafisctions chez 'homme et
chez I'animal

cette souche est exigeante d’un milieu sélectif ;

sa culture est facile en milieu hypersalé de Claapm

2.2.3. Culture de la souche productrice de nising e la souche cible dans

des milieux spécifiques (M17 / Chapman)
2.2.3.1.Préparation des dilutions

Les dilutions des échantillons de laits camelib@tins sont préparées avec le méme
diluant.

2.2.3.2. Diluant

Nous avons utilisé un diluant adapté pour lesdraas aérobies mésophiles. Il est composé
de:

-1g de peptone pancréatique de caseéine ;
-8.5g de chlorure de sodium ;
-1000 ml d‘eau distillée (LARPEN@t al.,1997).

On peut également utiliser le milieu Ringer au Y d& bouillon tryptone
se(GUIRAUD,1998).Nous avons préparé des dilutions @& 10103, 10* 10° (Annexe
4).

26



2.2.3.3. Ensemencement

La souche productrice de nisine et la souche @hmolées et purifiées a partir des
laits, camelin et bovin, subissent les mémes 1igdes densemencement. Selon
LARPENTet al. , 1997) ; NISSENEet al., (L992), la culture de la souche productrice peut s
réaliser sur milieux Elliker,Chalmers,M17 ou MacyKa 30°C.Dans ce travail,nous allons
utiliséle milieu M17pour la culture de la souch@ductrice de nisir&KELLY et al, 1998;
KERAMANE , 2009) (Annexe 5) et le milieu Chapmanupocelle de la souche cible
(GUIRAUD,1998) (Annexe 6).

Puisque la majorité des bactéries lactiques, nowminie genre Lactococcus sont
aérotolérantes (DELLAGLIO ,1994pus avons effectué 'ensemencement en surfackeute

étant I'identification, I'isolement et la purifidan de la souche et non le dénombrement.

Pour les staphylocoques nous avons également gr@écédnsemencement en surface car ils
sont anaérobie facultatif(KLUYTMANS,1997).

Nous avons, a cet effet procédé a 'ensemencenge@tldml environ (I'inoculation se fait a
'aide d’'une pipette graduée stérile) de chaquetidn a la surface du milieu de culture
apres solidification de ce dernier. L'inoculum éstlé sur 'ensemble de la surface de la boite
de pétri a I'aide d’'un rateau. L’incubation estlisze a 30°C pendant 2 a 3 jours pour les
lactocoques et a 37°C pendant 24 heures pour leaphydbcoques(figh)
(TERROINE,1966; LARPENE®&t al,1997; MADIGAN et al,2007).
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Figure 3 : Procédure expérimentale
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2.2.3.4. ldentification des souches deactococcus lactis subsplactet
des souches d&taphylococcus aureus

2.2.3.4.1.0bservations macroscopiques

Les observations macroscopiques, la coloration BAIG et le test de catalase sont
effectuées pour la souche cible et pour la souche@ugtrice, isolées a partir des échantillons

de laits des deux especes, cameline et bovine.
2.2.3.4.1.1.Description des colonies

L'examen macroscopique des cultures est le preefiectué apres isolement de la
souche (BENT MOHAMED et SIDI BABAT, 2007). Il porgur la description de
La taille approximative;
la forme, caractérisée par l'allure des contours qui peuéamt lisses, dentelés, déchiquetés.
La surface (forme en relief) peut étre bombéelateplLe centre est parfois surélevé, parfois
« ombiliqué »ou« creux »;
I'aspect de la surfacequi peut étrelisse, brillant (type S «smooth» sdjs rugueux ou mate
(type R «roughx»: rugueux);
la coloration : la plupart des colonies n'ont pas de couleur défifilles sont jaunatres,
grisatres, ou blanchatres mais certaines élabarepigment qui donne a la colonie une teinte
franche : jaune, rouge, violette ; parfois le muilizii méme se colore, cas fréquent d’'un
pigment bleu- vert. La pigmentation est un caractBidentification important ;
la consistance :les colonies peuvent avoir un aspect muqueux comlles peuvent étre
filantes, grasses, créemeuses(qui se mettront faeié en suspension) séches, pulvérulents
(qui se dissocieront mal dans I'eau) (MARCHALal, 1982) ;
'opacité : les colonies sont dites opaques si elles ne ldispas passer la lumiere,
translucides si elles laissent passer la lumieres mma ne voit pas les formes au travers,
transparentes, si elles laissent passer la lureteva voit les formes au travv'ARCHAL
et al, 1982).

2.2.3.4.1.2.Test de la catalase

La catalase catalyse la réaction de dégradatiobieda oxygénée.Elle est mise en
évidence par contact de la culture avec une soldittoche d’eau oxygénée a 10 volumes.Une

goutte d’eau oxygénée est placée sur une lame peurde culture en milieu solide y est
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réparti: un dégagement gazeux abondant sous foenenalisse ou de bulles traduit la
décomposition de I'eau oxygénée sous l'action dmtalase (GUIRAUD ,1998):

H20; » HO+%Q

2.2.3.4.2.0bservations microscopiques
Les observations microscopiques effectuées, a&l@lich microscope optiqueavec un
objectif 100 a immersion(Bentlylaboscop 200), pdterg d’examiner des préléevements de
colonies a I'état frais et aprés coloration de GRA
2.2.3.4.2.1.Coloration de GRAM

La coloration de GRAM est la coloration de baselaléactériologie. C'est une
coloration double qui permet de différencier lestbéaes, non seulement d’aprés leur forme
mais aussi d’apres leur affinité pour les colorafige a la structure générale de la paroi
(MARCHAL et al.,1982) (Annexe 7).

2.2.3.4.3.Identification physicochimique et biocimique des

Lactococcus lactis subsplactis

Les souches isolées subissent des tests didetitiin  physico-chimiques et

biochimiques indiqués dans le tableau lll.
2.2.3.5. Purification ded.actococcus lactis subsplactis

On préleve la colonie de Lactococcuslentifiée  macroscopiguement,
biochimiqguement, par le test de la catalase etgpeoloration de GRAM et on réalise 4 &4 5
repiquages successifs sur milieu M17. L'ensemennems&t effectué en boite de pétri en
double exemplaire6SOBLEV et MACARENKO, 197Y.

2.2.3.6. Purification desStaphylococcus aureus

La purification desStaphylococcus aurelest réalisée de la méme maniére que celle

desLactococcus lactis subsp lactmais en utilisant le milieu Chapman.
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Tableau Il : Tests d’identification physico-chimiques et bicolques des souches, aprés

leur isolement

Tests

Mode opératoire

Réaction positive

Type fermentaire

Du bouillon M17 est ensemencé
présence d'une cloche de Durha
et incubé a 30°C pendant 24h

e

m

n
Apparition de bulles de gaz

dans la cloche de Durham

Le lait écrémé ensemencé est
Croissance a incubé a 10 °C pendant 1-7 jours,a . .
o ) . Coagulation du lait
différentes température4d0°C pendant 24 h et a 45iC
pendant 24h
Du bouillon M17 a des

Tolérance a la salinité

concentrations de 2%, 4% et 6.5
DE NacCl
a 30°C pendant 24 h

est ensemencé et incu

%0
bé

Trouble du bouillon

Tolérance au pH

alcalin

Du bouillon M17 alcalinisé a pk
9.6 et 9.2 est ensemencé et inc
a 30°Cpendant 24h

.i

ubé Trouble du bouillon

Culture sur lait au blet

de Scherham

9 ml du lait additionné de 1 ml ¢
Ibleu de méthylene a 1% sa
ensemencés et incubés a 3(

pendant 24 h

le

nt

Décoloration du bleu de

o(r:néthyléne qui se traduit pa

sa réduction

-~

Hydrolyse de

l'arginine

galeries API20

Le virage de couleur indiq

I’hydrolyse de I'Arg

Fermentation des

Glccides

galeries API20

Le virage de couleur indiq

la fermentation du sucre

2.2.4.0Optimisation des conditions de culture

Selon HENGt al.,(2007), dans les conditions de laboratoire otalztdyie est cultivée

en monoculture (sans compétition), sans conditomstress et dans de bonnes conditions

nutritionnelles, la production de bactériocines tp@acilement étre épargnée. Un stress

nutritionnel et/ou environnemental peutpar contwggmenter la production de bactériocines.
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C’est pour cette raison que, nous nous sommes ggoge stresser la souche productrice

(Lclactis) par une culture mixte avec la soucheSti@phylococcus aureus

Par ailleurs, la supplémentation du milieu de c¢al@avec du Glccose, du magnésium,
une peptone, et un extrait de levure permet d’arelia production de bactériocines (HENG
et al.,2007). Puisque le milieu M17 contient trois typkes peptone, de I'extrait de levure et
du sulfate de magnésium (Annexe 5), nous lui avajmité du Glccoseseulement(HEBIG
al., 2007 ; SHARMAet al2010).

Un autre facteur peut influencer la production dectériocines. En effet, SHARMAt
al.,(2010), rapportent qu’'une croissance maximalead®coccus lactis subsp lactisest
observée aprés 24 heures d’incubation et a 35°C.phcaluction debactériocinesétant
dépendante physiologiquement de la croissance(D¥ST et LEROY, 2007), deux
températures d’incubation sont utiliséesdans |lsquie étude : 18 heures (habituellement
utilisées) et 24 heures.

2.2.4.1. Propagation de la souche

Afin de préparer une culture mere, destinée adduymtion de bactériocine (nisine), il
est indispensable de procéder a la « propagatomadsouche»par la réalisation d’une
préculture.Celle-ci est effectuée selon un pro®eapporté par DOUMANDJt al. (2010)
(fig.5).

La propagation de la souche consiste a ensemeneecalonie dd.actococcus lactis
préalablement purifiée (inoculum) dans 1 ml deuiban M217 puis a incuber a 30°C
pendant 24h : on obtient la «culture intermédiake On a utilisé deux tubes pour chacune
des souches, cameline et bovine.

Apres incubation,on procéde a un deuxieme repiqdageé lequel on repique 1 ml
de la culture précédente dans un tube contehant de milieu M17 : on obtient une
deuxiéme culture : «culture intermédiaire 2».

2.2.4.2. Culture de I'espece productrice de nisine

On ensemence un erlenmeyer de 250 ml contenanbuillom M17, avec la culture
précédente a raison de 10%. L’incubation esicifée a 30°C. On obtient la culture de la
souche productrice de nisine(DOUMANZDztlal. 2010).

2.2.4.3.Constitution des lots expérimentaux
Afin d’améliorer la production de nisine, nous asa@onstitué des lots expérimentaux

en provoquant le stress de la souche par une euttixte et /ou en supplémentant le milieu
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de culture avec du Glccose (a raison de 1%). Ledacddurée d’incubation a également été
pris en ligne de compte. Ainsi 8 lotsde culturen@wtés de 1 a4 8 ont été préparés (tableau
Iv). Chaque lot est divisé en deux fractions. L'wles fractions est incubée pendant 18heures

et 'autre pendant 24 heures : c’est respectivéhes?2 sous-lots (a et b) (tableau IV).
2.2.5. Isolement de la nisine

Apres incubation pendant 24 heures ou 18 heureltesexpérimentaux de culture des
souchessubissent une centrifugation a 8000 trsfomiversal 16 R), pendant 10 minutes a
4°C. Le culot contenant les cellules est alors eda surnageant susceptible de contenir la
bactériocine recherchée(nisine)(DI@P al2007 ; TODOROVet al,2009) .Nous obtenons
finalement 4lots expérimentaux de surnageants camelins dénommésl , lot2,lot3 et
lotdet 4 lots de surnageants bovinsdénommeés lot3qt6,lot7 et lot8. Chaque lot est
constitué de deux sous- lots a et b selon la tempéure de I'incubation de la culture.
Ainsi nous obtenons 16 sous lots de surnageantshfiau V)

2.2.6. Etude de [Iactivité antimicrobienne de la &ctériocine a partir de

surnageant

Le surnageant est neutralisé jusqu’au pH 6.5 dla€H 5N stérilisée, afin de lever
I'activité antibactérienne des acides exercée lpar acides organiqu@éYKANEN et
al.,2000)

Trois méthodes sont utilisées pour déterminettiVaé antibactérienne. Il s’agit des

tests, des puits, des spots et des disques.
2.2.6.1. Test des puits

Des boites de Pétri contenant lemilieu Chapman sensemencées par inondation
avec la souche cibl8taphylococcus aursiDes puits de 6 mm de diamétre sont creusés
stérilement dans la gélose de chaque boite .Onplie les puits avec 50l du surnageant
neutralisé, et on place les boites a 4 °C pendamt42heures pour permettre une bonne
diffusion de la substance antibactérienne(METLEF BIiLMI-BOURAS, 2009;
DOUMANDJI et al,2010; ALLOUCHEet al,2010). Les boites sont ensuite incubées a 37°C
pendant 24 heures. La lecture se fait par la medudeametre en mm des zones d’inhibition
formées autour des puits (DOUMANDet al,2010).
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Figure5:Procédure de culture des souches en vue de lagirod de nisine
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Tableau IV : Constitution des lots expérimentaux @ culture de souche productrice de

nisine
Lot N° Sous lot Glccose culture Durée d’incubation
a - pure 18 h
! b - pure 24 h
a + pure 18 h
? b + pure 24 h
a - mixte 18 h
3 b - mixte 24 h
4 a + mixte 18 h
b + mixte 24 h
a - pure 18 h
> b - pure 24 h
a + pure 18 h
° b + pure 24 h
a - mixte 18 h
! b - mixte 24 h
a + mixte 18 h
° b + mixte 24 h
a : incubation pendant 18h,: incubation pendant 24 h
Tableau V : Lots expérimentaux de surnageants
espéce| cameline bovine
lot lot 1 lot 2 lot 3 lot 4 lot 5 lot 6 lot 7 lot 8
Sous | Sous| Sous | Sous | Sous | Sous | Sous | Sous| Sous | Sous| Sous | Sous| Sous | Sous | Sous | Sous| Sous
lot lotla | lotlb | lot2a | lot2b | lot3a | lot 3b | lot4a | lot4a | lot5a | lot5b | lot6a | lot6b | lot7a | lot7b | lot8a | lot8b

papier filtre préalablement stérilisés,

La technique des disques consiste a utiliser deguds (de 5mm de diametre) en

2.2.6.2. Test par la méthode des disques (diffusiem milieu gélose)

BN

imprégaéssurnageant a tester. Les disques sont

déposés a la surface d’'une gélose Chapman unifeeméensemencée avec une suspension
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de la bactérie cible déja isoléStéiphylococcus aure){ SUIRAUD ,1998). Les boites sont
placées a 4 °C pendant 2 a 4 heures pour permatiee bonne diffusion de la substance
antibactérienne(METLEF et DILMI-BOURAS, 2009; DOWWDJI et al.,2010
ALLOUCHEet al2010).0n incube a 37°C pendant 24 h

La souch8taphylococcus auredifuse au sein de la gélose, sauf la ou elle netnecune
concentration de bactériocine suffisante pour iehida croissance. On observe alors autour
des disques, une zone circulaire indemne de cadraetériennes,appelée zone d’inhibition.
Plus le diamétre de cette zone d’inhibition estndralus la souche est sensible a la
bactériocine, plus il est petit, plus la souche résistante. Donc la souche est classée

sensible, intermédiaire ou résistante (>&ttal.,2005).
2.2.6.3.Test des spots

Apres avoir coulé les boites de pétri avec de lasgeé PCA (solidifiées et séchées)on
dépose 5ul de surnageant en spots .Les boitesé&cmées a I'air ambiant prés du bec bunsen
pendant environ 30 minutes. La gélose est recoedaune gélose semi molle du milieu PCA
ensemenceée avec la souche clBiaphylococcus aureukgs boites sont incubées 24 heures a
37 °C (SCHILLINGER et LUCKE, 1989)
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[ll. Résultats et discussion
3.1.Caractéristiques physico-chimiques du lait camelin

Les propriétégphysicochimiques du lait camelin, a savoir la dén$acidité titrable

et le pH ont été déterminés parallelement a celledait bovin, dans un but compar:
(fig. 6).

Figure 6: Principales caractéristiques physico chimsdu lait cameli, en comparaison
avec le lait bovin

3.1.1.pH

Les résultats relatifs au pH des échantillonsaite lcamelin sont regroupés dan:

tableau IlI.

Globalement, lepH des échantillons de lait camégale a 6.65 + 0.25 e
comparable a celui des deux échantillons de t@itrbégale a 6.68 en moyenne. Les vale
du pH que nous avons enregistrés lors de la pestatie se situe dans la fourhette des
valeurs rapportées par les auteurs ayant travailide de lait chamelle. En el, HASSAN
(1987) in SIBOUKEUR (2007) signale des pH de l'erdle 6.6 a 6.9° KAMOUN (1995)
des pH de l'ordre de6.51 +0.1z ABU TARBOUCH et al.(1998) des ptde l'ordre de
(6.49+0.024), SMAIL (202),(6.24+0.48) SIBOUKEUR (2007) des de [lordre
de(6.31+0.15), enfin, MAHBOUB(2010) des pH de l'ordre de (6.65+0.132)eti€ acidité
pourrait étre expliquée par une grande richessevitamineC qui est de l'ordr de
50 mg/I(YAGIL et al, 1994 EL KHASMI et al, 2005 ;MAL et PATHAK, 201() .La valeur
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du pH est dépendante de la teneur en citrates easfines ainsi de I'état sanitaire de la
mamelle(MATHIEU, 1998 in SIBOUKEUR,2007). D’apreA&GILet al.(1998) ; GORBEN
et IZZELDIN ,(1997) in SIBOUKEUR,(2007), le pH poait étre affecté par I'alimentation

et la disponibilité de I'eau.

Tableau VI : Mesure du pH des échantillons de lait camelinyaés

N° de I'échantillon Date de collecte pH
1 20.01.2011 6.52
2 23.01.2011 6.54
3 02.02.2011 7.03
4 14.02.2011 6.51
Moyenne 6.65 = 0.25

3.1.2.Acidité Dornic

La valeur de |‘acidité titrable des échantillons thit camelin et bovin sont
mentionnés dans les tableaux, IV et V. Le lait hgwiésente une acidité Dornic plus élevée
que celle dans le lait camelin.Ces résultats smmparables a ceux rapportés par SAWAYA
et al,(1989) ; MEHAIA, (1993) et qui sont égales &04lls sont toutefois, différents de
ceux obtenus par SBOWdt al, (2009) en Tunisie soit ( 17,2 °D+1.03) pour i ¢amelin et
17.12°D£0.64 pour le lait bovin. lls sont égalemelifférents des résultats obtenus par
SIBOUKEUR (2007) soit 18.2°D +2.93 pour le lait cam.

Le lait camelin se caractérise par un effet tamplus prononcé par rapport au lait bovin.
Cela permet d’expliquer pourquoi I'acidité de cé kst plus faible que celle du lait bovin
bien que leurs pH soient comparables (ABU- TARBUST8B6) ;SIBOUKEUR 2007).
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Tableau VII: Mesure de I'acidité Dornic des échantillons dtidamelin

N° de I'échantillon a partir du lait camelin Acidit é Dornic (°D)
1 15
2 16
3 12
4 15
Moyenne 145+ 1.3720

Tableau VIII : Mesure de I'acidité Dornic des échantillons duldavin

N° de I'’échantillon a partir du lait bovin Acidité Dornic (°D)
1 15.5
2 18
Moyenne 16.75
3.1.3.Densité

Les résultats de la mesure de la densité des dtbhrastdes laits camelin et bovin

sont mentionnés dans les tableaux IX et X:

Tableau IX : Mesure de la densité des échantillons du laitetimm

N° de I'échantillon de lait camelin Densité
1 1.020
2 1.025
3 1.020
4 1.030
Moyenne 1.023 + 0.0047

La densité des échantillons de lait camelin gateéa 1.023 + 0.0047, alors que celle du lait
bovin est égale a 1.032. Elle est comparable alescelrapportées par
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KAMOUN (1995),ABIDI, (2001), SIBOUKEUR, (2007) et MAHBOUB, (2010)soit
respectivement 1.028+0.002, 1.020+£0.004, 1.02346.@D 1.027+0.006.

La densité dépend directement de la teneur en maaséche qui est liee fortement a la
fréequence de I'abreuvement(SIBOUKEUR ,2007). Ceexglique la variabilité des valeurs

entre les différents échantillons de laits eteentlles citées dans la littérature.

Tableau X : Densité des échantillons de lait bovin

N° de I'’échantillon a partir du lait bovin Densité
1 1.030

2 1.035

Moyenne 1.032

La densité des échantillons de lait de vache égdl®32 en moyenne est plus élevée que
celle du lait de chamelle. Cesconstatations ont égquées par de nombreux auteurs
(RAMET, 2003 FILIPOVITCH, 1954. En effet, la densité relativement faible du lait

camelin représente I'une deses caractéristiquesset un probleme pour sa transformation en
fromage.

3.2.Analyses microbiologiques
3.2.1.Test de la réductase

La décoloration de bleu de méthylene a commancdela de 5 heur€2ela signifie
gue les échantillons de lait de chamelle testésgmtent une bonne qualité hygiénique
(LARPENT et al.1997). Le taux de germes dans ce lait peut étienésentre 10R
2.1Cgermes/ml (LARPENTet al.1997). KAMOUN (1990) :YAGllet al,(1994)et d'autres
auteurs s’accordent sur le fait que la qualité éamlbgique du lait camelin peut étre

irréprochable si la traite est effectuée dans deslitions hygiéniques requises.
3.2.2.ldentification de la souche isolée sur M17

L’identification de la souche isolée a partir daisl de chacune des deux especes,
cultivée sur milieu M17, est basée sur des obsenaimacroscopigues, microscopiques, sur

des tests physico-chimiques et biochimiques.
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3.2.2.10bservations macroscopique

La descriptiordes colonies formées aplincubation de laita 30°C pendant 48 a 72

heures, est indispensable pour I'identification simsche:
3.22.1.1.Description des colonies
*Lait camelin

Nous avons tenu compte déchantillon de lait edela dilution qui a permis I'obtention ¢
colonies isolées et dont le nombre est entre 3D@(MADIGAN et al.2007). Le dilution 10

® de I'échantillon n° 1 a été retenue pour la suéee trava(photol).

Ainsi, deux types de colonies qui ne différent quae leur taille, se sont développées.
premiere présente un diamétre de 2 mm environ a@uoesla seconde est beaucoup |
petite(0.5 & 1 mm$elon DELLAGLIO et al,(1994), la taille maximale d'une cmnie de

Lactococcus lactigpeut varier de I* mm & plusieurs millimétres.

Leur aspect est identique. Elles sont opaques diewo jaun- creme. Elles présentent u
texture(consistanyecrémeuse. Leur surface est lisse et brilla(Photo1). Leur forme est

ronde et bombée avec un contour régitableau XI).

i Gl

Photo 1: Coloniesdéveloppées sur milieu M17
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Tableau XI:Description des colonies isolées a partir du lamhelin en milieu M17

un

Colonie 1 Colonie 2

Taille 2 mm 0.5al1lmm

Forme Ronde bombée avec un contoiRonde bombée  avec
lisse contour lisse

Couleur Creme Creme

Aspect de surface

Lisse et brillante

Lisse et brillante

Consistance Crémeuse Crémeuse
Opacité Opaque Opaque
*Lait bovin

Deux types de colonies qui différent seulenpantleur taille, se sont développées. Ces

colonies présentent les mémes caractéristiquesedjles des colonies isolées a partir du lait

camelin, mais leur taille est plus petite. Tooi®gfil est a noté que les colonies bovines sont

relativement plus petites que les colonies camelif®e5 a 1.5 mmversus 0,5 a 2 mm)

n

(tableauXIl).
Tableau Xll:Description des colonies issues du laliovin
Colonie 1 Colonie 2
Taille 1.5 mm 0.5 mm
Forme Ronde bombée avec un contoulRonde bombée avec
lisse contour lisse
Couleur Creme Créme

Aspect de surface

Lisse et brillante

Lisse et brillante

Consistance

crémeuse

crémeuse

Opacité

opaque

opaque

3.2.2.1.2.Test de la catalase

La recherche de cette enzyme constitue une étaperiante de l'identification mais

le test & 'eau oxygénée peut donner des résudtidistoires puisque certaines bactéries

lactigues possedent des pseudo-catalases non tEmigoe Mn catalase) qui rendent la
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réaction positive (effervescence) (DESMAZEAUD et RBISSART ,1994). Ceci semble
étre une explication au résultat que nous avorsgisiré dans la présente étude puisque dans
lecas des deux souches, cameline et bovine,ufervesgcence est observée. En effet, les
bactéries lactigues dont le genrd_actococcusont les seules bactéries a GRAM +
aérotolérantes a ne pas posséder de systeme taispifai cytochrome, ni catalase)
(DESMAZEAUD et DE ROISSART ,1994).

Par ailleurs, il faut signaler que la plupart destbries lactigues possedent leurs propres
moyens de défense contre la toxicité de I'oxyg&@ESMAZEAUD et DE
ROISSART ,1994):

elles produisent une peroxydase flavinigue enisatit du NADHcomme

réducteur, selon la réaction :

NADH +H"+ H,O; »NAD" + 2H,0

Selon ANDERS ea l., (1970); SEELEY et VANDEMARK,(1951) ;GOTZet
al.,(1980); WALKER et KILGOUR,(1980) cités par DESMEAUD et DE
ROISSART ,(1994), ce mécanisme est probablemenplls répandu chez les
bactéries lactiques( lactocoque et entérocoqumbacilles mésophiles.

elles synthétisent unesuperoxydedismutase a Mrcapailyse I'élimination des

radicaux libres d’oxygéne selon la réaction :

40 +2 H > H0:+0;

Cette enzyme réduit ainsi un peu la toxicité dexyigene(FRIDOVICH ,1979
iINDESMAZEAUD et DE ROISSART,(1994) .On la rencontiieez des lactocoques
et des entérocoques (BRITTONt al (1978) in DESMAZEAUD et DE
ROISSART,(1994).

elles accumulent des ions KMmui en s’oxydant font disparaitre les radicauxdib
d’oxygene.
Ces deux derniers phénoménes ont été observes Ltheplantarum (KONO et
FRIDOVICH,(1983) ; ARCHIBALD et FRIDOVICH, (1981)ni DESMAZEAUD et
DE ROISSART (1994).

3.2.2.2. Observations microscopiques
3.2.2.2.1. Examen a ['état frais

Les deux souches isolées se présentent sous tteroques immobiles.
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3.2.2.2.2.Examen apres coloration de GRAM

Apres coloration de GRAM, une observation a I'imsien, au grossissement 1000,
montre que les souches étudiées sont GRAM+ (enetyiGertaines sont isolées

(monocogques), d’autres regroupées en diplocoques @hainettes (Photo2 et 3).

Les observations macroscopiqgues et microscopigaes complétées par des tests
physicochimiques et biochimiques.

3.2.2.3.Identification physicochimique et biochinque des souches
isolées

Les résultats de I'identification biochimique desishes isolée a partir du lait camelin
et bovin sont mentionnés dans le tableau XIII.

Photo 2: SIBOUKEUR A., 2011

Photo 2: Souche de lactocoque apres coloration de GRAMdgaitelin).(Gx 100)
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Photo 3 : SIBOUKEUR A.,2011

Photo 3:Souche de lactocoque apres coloration de GRAMKiin). (Gx 100)

Les photos 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 et 11 représentdes résultats relatifs aux tests
d’identification physico-chimiques des deux sowch®lées.

On constate que les souches issues du lait de Hbaetecelles issues du lait de vache
présentent les méme propriétés physico-chimiqubmehimiques. Elles se comportent donc
de la méme maniére. Ces résultats sont conforééqux relevés dans la bibliographie pour
I'especelactococcus lactis subsp lac{iBELLAGLIOet al.,1994)( Annexe 8).

Les souches isolées dans le présent travail sontymk homofermentaire (absence de

production de C@dans la cloche de Durham).

Elles ne croissent pas a des concentrations de¥6.&1 NaCl mais croissent a des
concentrations comprises entre 2 et 4 %. Cetiatitnde constitue une des caractéristiques
desLactococcus lactis

Les deux souches ne présente pas une croissqite@b et présente une croissance a pH
9.2. Ce caractere permet de distinguer I'espeaococcus lactis subsp lactides especes

Lactococcus lactis subsp cremoeid_actococcus lactis subsp lactis diacetylactis .

Elles sont capables de pousser a des températareprises entre 10°C et 40°C et

incapables de se multiplier a 45°C. En plus de, @&la souches hydrolysent I'arginine. Elles
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ne fermentent pas les sucres suivants: ,Nuam Sor, Rha, Sac, Mel, Amy et Ara.La
culture de ces souches sur du lait au bleu deerBam est positive (coagulation,
décoloration et acidification). De tout ce qui mée et étant donné le milieu sélectif utilisé
(M17), il semblerait qu’ils s’agissent dans le aes deux souches isolées, de l'espece
Lactococcus lactisLe test de croissance a pH 9.6 et l'incapacitéedtménter les sucres,
sont de nature aconfirmer qu’il s'agit deactococcus lactis subsp lactsar selon
GUIRAUD,(1998)Lactococcus lactis subsp lactest la seule souche de lactocoques par
rapporta Lactococcus lactis subsp cremoris et diacetidagui ne se développe pas a pH
9.6.

Tableau XIlII :ldentification biochimique des souches isoléesrérgiu lait camelin et bovin

Tests Souche cameline Souche bovine
Type fermentaire Absence de bulle de gaz dansbsence de bulle de gaz dans
la cloche la cloche

Croissance a 45°C - -

Croissance a 40°C + +

Croissance a 10°C + +

Tolérance a 2% de NaCl + +

Tolérance a 4% de NaCl + +

Tolérance a 6.5% de NaCl - -

Tolérance au pH 9.2 + +

Tolérance au pH 9.6 - -

Culture sur lait au bleu de + +
Scherham

Hydrolyse de I'arginine + +
Utilisation du Cit + +

Fermentation de Man - -

Fermentation de Ino - -

Fermentation de Sor - _

Fermentation de Rha - -

Fermentation de Sac - -

Fermentation de Mel - -

Fermentation de Amy - -

Fermentation de Ara - -
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3.2.3. ldentificationde I'espececible

Le milieu hypersalé de Chapman est un milieu sélectndiqué pour la flore
halotolérante telle que I'esp&taphylococcus aure(sARPENT et al. 1997).

Apres des tentatives d’ensemencement de différafifigtions issues du lait bovin et
du lait camelin, une colonie s’est développée dame des boites ensemencées avec le lait
bovin (dilution 16). La colonie en question présente une taille dend, une couleur jaune
dorée avec un halo jaune(photo 12). Elle esalase¢ +. Ces résultats concordent avec ceux
de ABIDI (2002) et KERAMANE (2009) qui rapportentig les colonies d8taphylococcus

aureupossedent une taille de 4 mm

Le jaunissement du milieu de culture (photo 12)désé la dégradation du mannitol
par les staphylocoques, qui élaborent souvent lpuwpres pigments dont la production
s’accentue apres la sortie des boites de pétriatievé (MARCHAL et al., 1982). Cette
souche appartient a la flore de contamination eett @tre issue d’'une vache atteinte de

mammites.

L’absence de développement de la flore halotolérdans le cas du lait de chamelle
est probablement di au systeme protecteur de tteSkElon SIBOUKEURet al. (2002), le
taux des Staphylocoques dans le lait de chamathéende durant I'entreposage et finit par
s’annuler. Par ailleurs, ce germe présente un ghinap qui se situe entre 7 et 7.5(SUTRA
,1998 in KERMANE,2009 ; ELILIOT,2001) ce qui n'egés le cas du pH du lait camelin.
Dans le méme contexte, une étude menée a NouakshotR21l chamellesCamelus
dromedariuy a différentes périodes de lactation a savdi 2h début de lactation , 27% en
milieu de lactation et 48 % en fin de lactation’a pas pu détecter de signe clinique de
mammite(KANEet al., 2003). En outre la prévalence des mammites suhoksi chez les
chamelles des troupeaux suivis, a été de 44.33%pt Sgenres bactériens :
Streptococcud%), Staphylococcud(%), Escherichi§l2%), Micrococcu$ll%),
Pseudamond8%), Proteug8%) etEnterobactef2%) ont été identifies (KANEt al, 2003).
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Photo 4Croissance pH 9.6

Photo 6Croissance apH 9.2

Photo 5Type fermentair

Photo 7. Croissance en présence de

2% deNacCl
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Photo 8:Croissance en présence

4% deNacCl

Photo 10Culture sur lait a

bleu de Schegmn

Photo 9:Croissance eprésence de

6.5 % deNacCl

Photo 11Croissance a 40°
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Photo12 : SIBOUKEUR A.2011

Photo 12:Colonies issues du lait bovin ensemencé suemillhapman

Aprés une coloration de GRAM, les cellules saibi@es en violet (Gram +) et elles
sont regroupées en grappes de raisin (Photo 13.tyge de regroupement est une des
principale caractéristiques du ge@tphylococcusle préfixe « staphyle » désigne grappe de
raisin(KLOOS ,1980 ; JINt al.,2004)

Photo 13 : SIBOUKEUR A., 2011

Photo 13: Colonies deéstaphylococcus aureu&s x 100)
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3.2.4. Purification des souches

Apres 4 a 5 repiquages successifs des souchesljesaent isolées, nous avons
obtenus des colonies pures dectococcus lactis subsp lactisissus des laits des deux

especes et deStaphylococcus aureissus du lait bovin
3.3.Optimisation des conditions de culture de la sche productrice

Cette étape est réalisée dans le but essentidiediolune production optimale de nisinev(fig.
6). La production debactériocinesest dépendartigsiplogiquement de la croissancede la
souche productrice (De VUYST et LERQY, 2007). €Edi est liee a I'activité métabolique
de la souche, elle méme liée a la production datactique (BEAEt al.,1994) et donc a la

diminution du pH
3.3.1. Séparation de la biomasse

Apres centrifugation a 8000 trs/min. a 4°C desucab bactériennes et séparation de
la biomasseon récupeére les différents lots de surnageamtsle@u V). Ces derniers
déenommeés SNC et SNB, respectivement pour le suanagke la culture déeactococcus
lactis camelin etceluide la culture dactococcus lactisbovin, subissent une mesure de pH
(fig. 7 et 8).

3.3.1.1. Mesure du pH des surnageants

Le pH initialement égale a 7.2 (pH du milieu M1d)minue apres ensemencement
par les souches purifiées de lactocoques (pH desgeants) (fig.7 et 8). Ceci est le résultat
du métabolisme du lactose par la soucheldtactissubsplactafin d’assurer sa croissance.
La dégradation du lactose conduit a la formatiodagéate responsable de I'abaissement du
pH.

Le pH des SNC se situe entre pH 6,13 (s /loe2aH 6 ,37 (s/lot 3a). Celui des SNB
plus élevé puisqu’il se situe entre pH 6,20 (&80 et pH 6 ,69 (s/lot 8b), semble indiquer
que le métabolisme des souches Lc camelin esivestgent plus intense. Ce résultat est de
nature a penser gque les souches de Lc cameéssmieraient une activité métabolique plus

importante que celles des Lc bovins.
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3.3.1.1.1.Mesure du pH des surnageants de cultude Lc
camelin en fonction de la durée d’incubation (SNCat SNCb)

pH des SNCa

Le s/lot2a des surnageants de la culture Laetococcus lactis camelin incubée
pendant 18 heures (SNCa) présente le pH le pibke fipH 6,13) et le s/lot 3a le pH le
plus élevé (pH 6.37).

En comparaison avec le témoin a (s/lotla : sans @ldsIc et en culture pure), |l
semblerait que la supplémentation du milieu M17caste Glccose (s /lot 2a) permet une
meilleure croissance de la souche alors que lessstigrovoqué par l'addition des

staphylocoques, I'entrave (s/lot 3a).

Le s/ lot 4a représente un cas intermédiaire, anecomportement similaire a celui

du témoin 1la.

pH des SNCb

Aprés 24 heures d’incubation I'activité métaboégdes Lc est maximale (s /lot 1b)
par rapport au témoinl a (s /lot 1a),puisque leeptiégale a 6,17.Cela peut étre expliqué par
'augmentation de la croissance de la souche véulten milieu M17 non additionné de

Glccose et en culture pure, avec le temps.

Le s/lot 4 b est caractérisé par un pH égale a3 @lonc plus élevé par rapport au s/lot
1b (témoin 1b). Cela suppose que I'activité métalel de la souche y est moins intense.

Les comportements des s/lot2b et s/lot3b se rappricentre eux et avec celui du
témoin la. Donc I'addition de Glc et/ ou de staplsemble ne pas avoir un effet certain sur

la croissance de la souche productrice.
Il ressort de ce qui précéde que :

L’addition du Glc dans une culture de Lc inculedgant 18 heures augmente
sa croissance ;

le prolongement de la durée d’incubation a 24 éeumvec I'addition du
Glccose n’a pas un effet sur la croissance dedale ;

le stress provoqué par I'addition des staph. (celtnixte avec les Lc) avec une

incubation pendant 18 heures diminue la croissdeages derniers ;
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le prolongement de la durée d’incubation a 24 tedfane culture mixte n’
aucun effet sur la croissance de:;

h

Figure 7: Valeurs du pH des lots de surnageant(SNC)

a: incubation pendant 1b: incubation pendant 24h

pHE

Figure 8:Valeurs du pH delots de surnageant(SNB)

a: incubation pendant 1b: incubation pendant 24h
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3.3.1.1.2.Mesure du pH des surnageants de cultude Lcbovin
(SNBa et SNBb)

pH des SNBa

Le sl/lot 6a des surnageants de la culture Laetococcus lactis bovin incubée
pendant 18 heures (SNBa) présente le pH le plbkefpH 6,21) et le s/lot 5a ( témoin
5a), le pH relativement le plus élevé (pH 6.5). Bbaddition du Glc semble améliorer la

croissance des Lc bovins.

Les s/lot 7a, s/lot 8a présentent des pH comfemalfpH 6,28 et 6,24
respectivement)au pH dus/lot 6a des SNBa qui eptule faible(pH 6,21). Cela montre

que I'addition du Glccose et/ou des staph.améleproissance des Lc.

pH des SNBb

Le s/lot7b présente un pH comparable a celuiédwin5 b (s/lot5b).Ces valeurs étant
les plus faibles(6,20 et 6,21 respectivement), tirtoune activité métaboliquedonc une
croissance des Lc maximale.Comparativement au teimaj les/lot7b  ets/lot5b indiquent
une croissance plus grande des Lc.Le s/lot 8leptése pH le plus élevé (pH 6,69) doncune

activité métaboliqueminimale, ce pH étant procheealai du pH initial du milieu M17 (7,2).
Il ressort de ce qui précéde que

I'addition du Glc et/ou les staph. semble améflidaecroissance des Lc bovins
dans la culture de Lc incubée pendant 18 heuldB&}p;

la croissance des Lc bovins incubés pendant 2rebd8NBb), dans une culture
pure additionnée de Glc ou dans une culture migtitiannée de Glc) semble

entraver la croissance des Lc. Etant donné queitiad seule des staph.,semble
ameéliorer la croissance de la souche productmgels pouvons penser que
I'inhibition de la croissance desLc bovins est dua présence du Glc ;

enfin dans le cas des Lc bovins, le passage deréedl’incubation de 18 heures a
24 heures d'une culture pure et sans addition de (@moin 5b)améliore la

croissance des Lc.

3.4.Neutralisation des SNC et SNB : étude de l'agité antimicrobienne de la

bactériocine

56



Pour éliminer I'effet inhibiteur de I'acidité proie par les souches de Lc, a I'égard de
la souche cible Staphylococcus aurelyde pH des surnageants subit une neutralisataon p

NaOH 5N préalablement stérilisée.

L’activitéantibactérienne de la nisine susceptititre contenue dans les surnageants
a été éetudiée selon trois tests: test des puits,sgets et des disques. La présence d’une

activité antibactérienne est déterminée par I'aipard’une zone d’inhibition (ZI).
3.4.1. Test des puits

Pour le test des puits, aucune ZI n'est appaRleotp 14). Ces résultats sont
comparables a ceux rapportés par KERAMANE,(2009et auteur ayant testé le
surnageant natif (pH entre 5.7 et 6.2) et le sygaat neutralisé de neuf souches de
lactocoques bovines a I'égard de 10 souches dehBtmomccus, n'a relevé aucune zone
d’inhibition. Dans le méme ordre d’idée, HOlgDal.{2002) rapportent que la production des
bactériocines dans un milieu liquide est tres &addbrs que sa production en milieu solide est
importante. En plus de cela les bactéries laeigunt un fort potentiel a fixer de grandes
quantités de peptides cationiques, tels que legeiacines, probablement sur les acides
teichoiques et lipoteichoiques chargés négativemeat leur paroi (HOLOet al.
2002 ;RAJARAM et al.{2010) ; SHARMA et al., 2010). Cela peut étre une cause de
I'absence de zone d’inhibition par non biodispditibipossible de la nisine qui serait restée

dans le culot.

Par alilleurs, la souche detaphylococcus aureuétait cultivée en surface et la
diffusion du surnageant s’est effectuée en prodondA cet effet, nous supposons que la
nisine contenue dans le surnageant n’a pas pu eatreontact avec la souche cible ou que

son taux était insuffisant.

Une faible concentration de nisine dans le surna@igpaut étre une autre cause de
'absence de ZI. Dans le méme contexte, LYON et AGZ, (1993), ont trouvé que la
production depropionicine PLG-1 par les bactériesbiniques était si faible que I'activité

antibactérienne n’a pas pu étre détectéequ’aprésancentration du surnageant.
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Photo 14 Etude de I'activité antibactérienne de la nisinelpdest de puits

3.4.2Test des spot

La recherche de I'effet de la nisine sur la southke par le test des spots n’a mon
de Zldans aucune boite de p. Ces résultats sont comparables a ceux obi
parKERAMANE (2009) pou des souches utilisées pour un te€liminaire D’apres
ROSSLANDet al(2003)ayan testé l'activité antimicrobienne des souches Lactococcus
lactis a I'égard dBacillus cereu, il existerait une différencge comportemer d’inhibition
entre les souches d'une méme es de Lactococcus lactigvariation intr-espece). Par
ailleurs, CADIRCI et CITAK (2005), darune étude de [lactivité antibactérienne ¢
bactériocinessuggerent un contrble cla méthode des spotsar celle des disqu, plus
adaptée pour la rechercheadteactivité dans le surnageant.

58



Photo 15:Etude de I'activité antibactérienne de la nisinelptest des spo
3.4.3. Bthode des disque

Les testgpar la méthode des disques a permis de mettgvidenc une activité
antibactérienne (photos1@n effet, dansoutes les boitede pétri, on observe I'apparition
ZI. Les résultats obtenus sont résumés dans leaaXIV . Les diameétres des ZI situés er
6 et 8 mm, enregistrés dans la présente étuderskativement petits par rapport a ce
rapportés par la litteratu(ERAMANE ,2009 ; DOUMANDJI, 2010).

Ce résultat peut avoir pour origine, la possibititédsorption partielle des molécu
peptidiqgues de nisine sur la paroi des Lc et damcélimination avec le cul(HOLO et al,.
2002 ;RAJARAMEet al., (2010 ; SHARMA et al.,2010). Il peut étre ssi du a la faible
concentration de la nisine danssurnageant (HOL@t al,. 2002) .Par ailleurs, le diameti
des zones d’inhibition varie selon le type de milde culture utilisét I'espece utilisée

comme souche indicatrice ou souche (TRIAS et al, 2008).

Néanmoins, dpparition deZl, indique qu'il existe un effet antibacign des SNC et SNB
a I'égard de la souche dstaphylococcus aureisolée a partir d’'unéchantillon de lait
bovin.Rappelons quéinhibition due a la production d’acidesrganiques, u diacétyle et
celle de HO, a été levée par la neutralisation des SN, et pgrdpriété catalase + de
souche cible le diacétyl ayant une activité hibitrice contre les GRAM négatif plutot g
contre les GRAM positif. Cela signifie que lI'appemn des ZI est due uniquement a
production de bactériocine (type nisine) fLactococcus lactis subdactisisolée a partir du

lait des deux espéces.
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Photo 16 :Apparition des ZI par le test des disc (casdu s/lot 1b

Tableau XIV: Diametre de z

Lot N° Sous lo Traitement @ (mm)
Glccose Staphylococcus
1 a - pure 6
b - pure 8
2 a + pure 6
b + pure 6
3 a - mixte 8
b - mixte 6
4 a + mixte 6
b + mixte 6
5 a - pure 6
b - pure 6
6 a + pure 6
b + pure 6
7 a - mixte 7
b - mixte 6
8 a + mixte 6
b + mixte 7

60



D’aprés les résultats des tests d@gmtisme par les disques, on remarque que la
culture mixte sans addition de Glccose incubéal@einl8 heures deactococcus lactis
subsplactisissue a partir du lait camelin(s /lot3a) a donaé ZI relativement plus grandes
par rapport aux autres sous lots (fig.9 et 10).rhéme résultats sont observés pour la souche
isolée a partir du lait bovin, mais les zonesibition de la souche cameline sont
légérement plus grandes que celles bovines (8 meus& mm). Il semblerait que la nisine
cameline serait plus efficace que la nisine bownéencontre Staphylococcus aureus
L’addition de la souche d&taphylococcus aureus probablement incité la souche de
Lactococcus lactis subsplactis a produire plus de nisine dans un intervalletefaps
relativement réduit. Ces résultats concordent aseax évoqués par les auteurs consultés. En
effet, HENGet al,(2007), rapportent que la production de bactér@@eut croitre quand
les cellules productrices subissent un stresstiominiel ou environnemental.

3.4.3.1. Activité antibactérienne des SN
3.4.3.1.1. Activité antibactérienne des SNC

Parallélement a une croissance minimale (pH 6d88)Lc, la figure 11 indique que le s/lot
3a présente la plus grande ZI (8mm) parmi les SNEarmi les SNCb, le s /lotlb (témoin
1b) présente la ZI la plus grande avec une croissplutét maximale des Lc (pH 6, 17).

A partir de ces constatations expérimentales nilkderait que :

- Lc camelins soumis a un stress (add. des stapfdlisent de la nisine en plus grande
quantité. Bien que la cette production soit meikgla croissance de la souche
productrice est quelque peu entravée pour desiresltincubées pendant 18 heures ;

-une durée dincubation plus élevée (24heures) et garovocation de stress ni
d’addition de Glc, donne une ZI plus grande avex meilleure croissance des Lc.

Ce résultat semble en accord avec celui de SIBOUKERD07)et SIBOUKEUR et MATI
(2008) selon lequel, le suivi de I'évolution deflare de contamination, halotolérante en
'occurrence, durant I'entreposage a la tempéeatumbiante ( 30°C en moyenne) a permis
de mettre en exergue l'aspect auto-épuratif pditi@ment efficace de ce lait. L'étude
microbiologique entreprise par les mémes auteursntma que le taux de cette flore
halotolérante diminue durant les trois premiergrgode I'entreposage alors que celui des
bactéries lactiques a tendance a augmenter. Cdtatésnet en exergue la part des
bactériocines dans le systeme protecteur partrcdilidait camelin composé par les protéines
lactosériques, les acides organiques....
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@ de ZI

Figure 9: Diamétrss des zones d'inhibition,obtenus aviecnisine camelir

a: incubation pendant 18h b: incubation pendah

Figure10: Diametrs des zones d'inhibition,obtenus aviecnisine bovin

a: incubation pendant 18h b: incubation pendah



3.4.3.1.2.Activité antibactérienne des SNB

D’aprés la figures 12on remarque que le s/lot7agmte la plus grande ZI (7mm) parmi les
SNBa avec une bonne croissance des Lc (pH 6,&8)iPles SNBbD, le s /lot8b présente la

Zl la plus grande avec une croissance minimaledgpH 6, 69).
A partir de ces constatations expérimentales nilkderait que :

le stress des Lc bovins par I'additiondes stagigendre une meilleure production de
nisine et améliore leur croissance en culture béeyoendant 18 heures ;
le prolongement de la durée d’incubation a 24heusa®c addition de Glc et de

staph. donne une ZI plus grande avec une croissaimisale des Lc.

D’apreés les figures 11 et 12, on remarque que g&naghe incubation de 18 heures, le stress
des Lc bovins et camelins provoqué par I'addities dtaph., provoque une augmentation de
production de nisine et une amélioration de cewise observée pour les Lc bovins
seulement. Dans le cas des Lc camelins le stressqué par addition des staph., ne semble
pas étre indispensable pour la production de nipm& une culture incubée pendant 24
heures. Le prolongement de la durée d’incubatiome’culture pure et sans I'addition du Glc
suffit apparemment pour avoir ne bonne produati®@misine.

Par contre, dans le lait bovin I'addition des staphsemble pas inhiber la croissance des Lc.
Les mammites étant trés fréquentes chez les va@tdRPENT,1997), par rapport aux
chamelles chez lesquelles les cas de mammitesntépp sont faibles (KANEt al.,2003),

le lait bovin est plus habitué aux attaques papkeeStaphylococcus aureus et ¢roissance

des Lc. bovins ne semble, par conséquent, pagéree .
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Figure 11: Diametres dezgones d’inhibition obtenus avec la nisine camelamefonction du pH d
SN selon la durée d’'incubation

a: incubation pendant 18h b: incubation pendah

|!"#
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Figure 12: Diamétres des zosel'inhibitionobtenus avec la nisine bovineen fonction du ptsNt
selon la durée d’incubation

a: incubatiorpendant 18h b: incubation pendant 24h
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Discussion générale

Les échantillons de laits, camelin et bovin colegbrésentent un pH de 'ordre 6.65
+ 0.25 et 6.68 respectivement. Bien que leurs pehs@omparables, le lait camelin présente
une acidité Dornic moins élevée que le lait bditi#,5 °D + 1, 37 versus 16,75°D). Ceci est
du a l'effet tampon plus prononcé qui caractérigeldit camelin. (ABU- TARBUSCH
(1996) ; KONUSPAEVA, 2007 ; SIBOUKEUR 2007).

La densité des échantillons de lait de vache égaled32 en moyenne, est plus
élevée que celle du lait de chamelle égale a 1#238.0047. La densité relativement plus
faible du lait camelin est en rapport avec saueea matiére seche, elle méme fortement liée
a la fréequence d’abreuvement. Représentant unesdeasactéristiques, elle pose un probleme

pour sa transformation en fromage (SIBOUKEUR, 2007)

Les analyses microbiologiques ont montré que léshantillons de lait camelin
analysés sont de bonne qualité hygiénique. KAMQLIN0) ; YAGIL(1994) et d'autres
auteurs s’accordent sur le fait que la qualité dramibgique du lait camelin peut étre
irréprochable si la traite est effectuée dans deslitions hygiéniques requises.

Les observations macroscopiques, microscopiqueassi ajue les différents tests
physico-chimiques et biochimiques ont permis d’'ider la souche isolée sur milieu M17
pour ses propriétés dproduction de bactériocines comme appartenant a I'espéce

Lactococcus lactis subsp lactis.

La souche cible n’a pu étre isolée qu’'a partir dales échantillons de lait bovin
ensemenceé sur un milieu sélectif. Les observatior@roscopiques et microscopiques ont
permis de l'identifier comme étant une soucheStiphylococcus aureu€ing repiquages
successifs en stries d’épuisement sur le mémeurdlig permis d’obtenir une souche pure.
L’absence de germes &taphylococcus aureuwtans le lait camelinest probablement di a
son systeme protecteur particulierement puissamire la flore halotolérante(SIBOUKEUR
et al, 2002. Par ailleurs, ce germe présente un pH optimal dissance qui se situe entre 7
et 7.5, cas des laits mammiteux(SUTRA ,1998 in KEERME,2009 ; ELILIOT,2001). Ceci
n'est pas le cas du pH du lait camelin. Dans lenméontexte, KANEet al.(2003)n’ont pas
pu détecter de signe clinigue de mammites lomsnd étude menée a Nouakchott, sur 221
chamellesCamelus dromedarijs
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La production debactériocines étant phggiigluement dépendante de la croissance de
la souche productrice (De VUYST et LEROY, 200M¢e wptimisation des conditions de
culture de celle-ci est réalisée dans le but esdedibbtenir une production optimale de
nisine. La croissance de la souche dépend de smitéamnétabolique liée, elle-méme, a la
production d'acide lactique (BEAdL al.,1994) et donc a la diminution du pH. Le pH des
SN étant plus faible (entre pH6,13 et pH 6,69) celei du milieu de culture M17 (pH7,2),
indique une croissance des Lc par le métabolismiactase . Globalement, le pH des SNC
est légerement plus faible que celui des SNB aprise en culture des Lc suivie d'une
centrifugation Cela semble indiquer que la croissance des soushkc camelins est

relativement plus grande.

Pour une culture de Lc camelins, incubée pendant8 heures les résultats
obtenus semblent indiquer que I'addition de Glayp 'amélioration de leur croissance
alors que le stress (culture mixte) I'entrave. kkelgngement de la durée d’incubation a 24
heures avec l'addition de Glccose ou de staph. emdr contre, sans effet sur la
croissance de la souch&nfin dans le cas des Lc camelins, le passage @e durée
d’'incubation de 18 heures a 24 heures d’'une cultur@ure et sans addition de Glc

(ttmoin 1b) améliore la croissance des Lc.

Pour une culture de Lc bovins, incubée pendant8Lheures,l’addition de Glc
et/ou les staph. semble améliorer leurs croissdreerolongement de la durée d’incubation
a 24 heures d’'une culture pure additionnée de Glcetui d’'une culture mixte additionnée
de Glc) semble entraver la croissance des Lc. E@amé que I'addition des staph. seulement,
semble améliorer la croissance de la souche ptackic nous pouvons penser que
I'inhibition de la croissance des Lc bovins est dua présence du GIEnfin comme dans le
cas camelin, le passage de la durée d’incubatio® A8 heures a 24 heures d’une culture
pure de Lc bovins, sans addition de Glc (témoin Jtaméliore leur croissance.

Les tests d’antagonisme de la nisine a I'encodé® staph. par les deux méthodes a
savoir test des puits et des spots n'ont pas ddand. A cet effet, plusieurs raisons peuvent

étre suggeérees :

- L’adsorption de la nisine sur la paroi des cellusductrices, entrainant une faible
concentration de ce peptide antibactérien danSNes

- lafaible production de la nisine dans le suraage

- l'absence d'un contact direct entre la souchesagblles SN.
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Le test des disques a permis au contraiee mettre en évidence la présence
d’antagonisme. La culture pure et sans additionGdecose, incubée pendant 24
heures(témoinlb ou s/lot 1b) et la culture purditemhnée de staph. et incubé pendant
18 heures ont permis de donner les plus granded Z 8mm) en ce qui concerne les
SNC. Dans le cas des SNB, le méme résultat eshwipeur la culture incubée pendant
18 heures (@ = 7mm). Pour celle incubée pendariie2des, les plus grandes ZI (3=

7mm) sont obtenues, en culture mixte sans addi@oG|ccose.

Les différents résultats obtenus mettent en éciglda possibilité de I'existence d'une
relation entre la croissance des Lc et la prodoati® nisineDe méme qu’ils indiquent que
la production de nisine par les souches Lc camesrest relativement plus grande (@ ZI

= 8mm versus @ ZI = 7mm).

Dans le cas des Lc camelins :
Pour une incubation de 18 heures, la croissane&decamelins ne suit pas la
production de nisine en cas de stress provoqué lpadition des
staphylocoques, étant donné que dans ce laagroduction de nisine est
maximale (J ZI = 8mm) et la croissance des Lc estinimale (pH 6 ,37).
Donc, la production de nisine par les Lc semble daire dans ce cas, au
détriment de leur croissance.
Pour une incubation de 24 heures, une meilleure aissance (pH 6,17) et
une meilleure production de nisine (@ ZI = 8mm) sohenregistrées.

Dans le cas des Lc bovins :
Pour une incubation de 18 heures, contrairemefdiacamelin, la croissance
des LgpH 6 ,28) ne semble pas étre génée par le stress puisgsial la
production de nisin€f ZI = 7mm).

Pour une incubation de 24 heures, la culture adéelition de Glc et de staph. donne

une ZI plus grandeZ ZI = 7mm) avec une croissance minimale degpltt 6 ,69)
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Conclusion

Le lait camelin se distingue par un systeme ptetecparticulierement efficace par
rapport aux laits des autres especes. Ce derrtidiéed I'existence en quantités tres
appréciables, de protéines protectrices contenaas btk lactosérum (le lysozyme, les
immunoglobulines,la lactoperoxydase, la lactofertem PP 3), par du peroxyde

d’hydrogéne ;par des acides organiques.

La présente étude montre que ce systéme natuteteaforcé par I'action non
négligeable de la nisine produite par I'espkaetococcus lactis subsp lactis Cette
bactériocine est particulierement efficace conine espéce susceptible de contaminer
accidentellement le laitStaphylococcus aureust qui selon de nombreux auteurs a
acquis une grande résistance aux antibiotiqussriible que [I'effet synergique, des
protéines lactosériques , des acide organiquedd,@g etla nisine, soient responsables
de l'effet auto-épuratif du lait camelin entreposéqui peut durer quelques jours. Cet

effet existe dans le lait bovin, mais il ne duréuge heures .
Enfin au terme de cette modeste étude, nous pgngoiil serait intéressant de :

D’approfondir I'étude sur I'optimisation de la praction de nisine en jouant sur la
nature du milieu de culture, la concentration dieolulum, la température et la
durée d'incubation, la souche cible utilisée ... ;

déterminer la concentration minimale inhibitri€Ml) ;

concentrer la nisine par lyophilisation ou parifozation en vue d’'une large

utilisation dans le secteur agro-alimentaire @sneétique.
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Annexe 1 :Production mondiale du lait de chamelle

Tableau | : Production laitiere caméline (en tonnes de [ANONYME 1,2002)

Pays Tonnes de lait
Afghanistan 8 100
Algérie 8 000
Arabie saoudite 89 000
Chine 14 400
Djibouti 5900
Emirats arabes unis 33 400
Erythrée 5100
Ethiopie 22 450
Iraq 672
Kenya 25 200
Jamahiriya arabe libyenne 2 000
Mali 54 900
Maroc 3900
Mauritanie 21 500
Mongolie 1 000
Niger 10 800
Qatar 13 300
Somalie 850 000
Soudan 82 250
Tchad 21 800
Tunisie 1 000
Yémen 9 500
Total 1283672
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Annexe2:Acidité Dornic
1. Réactif

- Solution d’hydroxyde de sodium( NaOH) : solutiotrée (0.11N) soude Dornic.1 ml de
cette solution correspond a 0.01g d’acide lactidtll= peut étre préparée en diluant a 1000
ml, 111ml de solution d’hydroxyde de sodium 1N.

-Phénolphtaléine : solution a 1g dans 100ml d’&har95-96%

2. Appareillage :

-matériel courant de laboratoire :

-Burette graduée en 0.05 ml ou0.1ml

-Erlenmeyer 100ml

-Pipette de 10 ml

- Balance de précision

3.Mode opératoire

- Dans un erlenmeyer introduire 10 ml de lait (ougpd®g de lait a 0.001g pres)
-Ajouter 0.1ml de la solution de phénolphtaléine

- Titrer par la solution d’hydroxyde de sodium ju&sm virage au rose. On considére que le
virage est atteint lorsque la coloration rose pégsi pendant une dizaine de
secondes(AFNOR ,1980 in ABIDI,2001.)

acidité normale : 15 a 17° D pour un lait cru (GBIFRD,1998)
14 & 16°Gup un lait pasteurisé

acidité augmentée (fermentation lactique ou aotitie KCr,Oy7)
26°D :tlabagulant par chauffage
70°D :tlabagulant a température ordinaire

acidité diminuée (addition de NaHGOu NaCO;,
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4.Expression des résultats

L’acidité est exprimée en grammes d’acide lactigaelitre du lait
A=10 x W1V,

V,: volume de lait de la prise d’essai, en ml

V1 :volume de la solution d’hydroxyde de sodium en ml

Al Acidité

Si I'on veut exprimer I'acidité en degré Dornic°(Bn multiplie le volume de la solution
d’hydroxyde de sodium (0.11N) par 10 (A= 10 x (1QXV,)
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Annexe3: Test de la réductase

1.Réactif

-Bleu de méthyléne 0.5%
2.Appareillage

-Bain marie a 37°C

-10 tubes a essais munis de bouchon

-Bé&cher 100ml

-Pipette de 10 ml
3. Mode opératoire
-Dans un tube, mettre 1 ml de la solution de bieméthyléne 0.5% dans 10 ml de lait cru
-Agiter le tube manuellement
-Placer le tube dans un bain marie & 37°C

-Noter avec précision le temps de cette immerslan.niveau du bain marie doit étre

supérieur a celui du lait dans le tube.

-Suivre la réaction toutes les demi-heures. Lesdutiécolorés sont retirés et le temps
d’apparition de la décoloration doit étre noté. £dont le contenu reste bleu sont retournés
une seule fois chaque demi- heure et soumis a mecgbation plus prolongée jusqu’a

disparition de teinte bleutée. Il persiste souwstd zone colorée au contact du lait avec l'air ;

ne pas en tenir compte pour l'interprétation(LARAEN al.,1997).

Selon LARPENTet al, 1997 on peut approximativement estimer leslt@sudu test de
bleu des méthylene de la fagon suivante :

Durée de décoloration ern Nombre de germes/ ml Qualité du lait
heures

5 heures et plus 100.000 a 200.000 Bonne

2 a4 heures 200.000 a 20000.000 Bonne a passable
Moins de 2 heures 2a 10 millions insuffisante
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La réfrigération du lait a la ferme, son transgmrtciternes isothermes obligent & modifier la
technique recommandée ci-dessus. Le maintien tuldsi températures voisines de + 4°C
pendant 1a 2 jours prolonge considérablement laéedde réduction des colorants. Il valorise
l'interprétation de la qualité bactériologique dwogiuit qui, en fait, n'’est pas toujours

meilleure. Il est donc conseillé de soumettre s Iréfrigérés a une préincubation a +13°C

durant 18 heures avant de pratiquer la recherghendps de réduction du bleu de méthyléne.

Le tableau ci- dessous représente les résultémuad qui se rapproche davantage de ceux
obtenus avec les laits crus non refroidis (LARPENAL.1997).

Durée de décoloration en heures Nombre de germes / ml
5 heures 12 a 20.000

4 heures 30 a 50.000

2 heures 1 a 2 millions

1 heure 6 a 10 millions
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Annexe 4 :Préparation des dilutions

La dilution est réalisée afin de diminuer le nomtbeecolonies. Le meilleur résultat (colonies
isolées) est statistiquement obtenu pour des bodesportant entre 30 et 300
colonies(MADIGANet al,2007).

1ml de lait camelin ou bovin collecté est prélewaseptiguement a l'aide d’'une pipette
préalablement stérilisée. On aspire et on refteillait au moins une fois dans la pipette,
avant d’effectuer le prélevement. La pipette né das étre plongée de plus de 1 a 2 cm dans

le lait.

La prise d’échantillon est introduite aseptiquendars un tube contenant 9 ml de diluant. La
pipette ne doit pas entrer en contact avec le wlilua

Le tube est agité doucement mais suffisamment pendire la dilution homogene. Il faut

eviter le barattage survenant au cours d’'une amitatop violente.

A d’'une nouvelle pipette stérile, aspirer et reéwle mélange a plusieurs reprises et prélever
1 ml de la premiére dilution (1/10), la pipette meant de 1 a 2 cm dans le liquide. Le
millilitre de dilution est introduit dans un deurie tube contenant 9 ml de diluant, on obtient

ainsi la dilution au 1/100.

Une troisieme opération est effectuée de la mémeiare afin d’obtenir une dilution au
1/1000. Une quatriéme opération est realisée dafbbtenir une dilution de 1/10000.Une
nouvelle pipette stérile est employée pour chagqos de ces dilutions(TERROINE ,1961).

Vi
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Annexe5 Composition du M17

La composition est (g/l)(LARPENEE al. ,1997):

-peptone de soja 5
-peptone de viande 2.5
-peptone de caseéine 2.5
-Extrait de levure 2.5
-Extrait de viande 5
-lactose 5
-Acide ascorbique 0.5
-Glycérophosphate de sodium 19
-Sulfate de magnésium 0.25
-Agar 15
-eau distillée 1000 ml

Le milieu est stérilisé 20 minutes a 110°C.

Vi
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Annexe 6 :Composition du n milieu Chapman

Pour les staphylocoques on utilise le milieu Chapnogai est utilisé spécifiquement pour les
bactéries halotolérantes. Sa composition (g/I{leSRPENTet al. ,1997) :

- Peptone 10

- Extrait de viande 1

- NaCl 75
-Mannitol 10

-Agar 11418
-Rouge de phénol 0.025
-Eau distillée 1000 ml

Le milieu est stérilisé 20 minutes a 110°C.

VI
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Annexe 7 :Coloration de Gram
Préparation de frottis

Au moyen d'une boucle d'inoculation, on déposeeawngieau sur une lame porte objet propre,
puis on mélange a cette eau un tout petit peu dérimlaprélevé sur une colonie pour obtenir
une suspension de cellules. Avec la méme bouclétale cette suspension sur une surface
d'un ou deux centimeétres carrés et on laisse secteobtient un frottis .Le frottis est ensuite

fixé par deux passages rapides dans la flammebécibunsen.

Le frottis fixé a la chaleur est coloré pendant amaute au violet de cristal ; il est ensuite
rincé rapidement a l'eau courante, traité pendaatminute par la solution de lugol (solution

aqueuse d'iode et d'iodure de potassium)et de aauircé rapidement (SINGLETON,2004).

On sounet alors le frottis coloré a une étape de décoloratiorieetraitant avec un solvant
comme I'éthanol (95%), I'acétone ou l'acétone iotlié&agit la de I'étape critique : la lame est
maintenue inclinée et on fait couler le solvantlsurottis pendant 1 a 3 secondes seulement,
jusqu'a ce que le colorant cesse de s'échappemidnt du frottis. Celui —ci est alors
immédiatement rincé a l'eau courante. A ce stagle,ckllules GRAM-négatives seront
incolores, les cellules GRAM- positives violett€&n soumet ensuite le frottis a une contre
coloration de 30 secondes a la fushine basiqueeailpour colorer en rouge les cellules
GRAM-négatives présentes. Apres un bref rincageseche le frottis au buvard et on
I'examine a l'objectif (x100) a immersion (SINGLEN(004).
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Annexe 8 :Caractéristiques de I'especelLactococcus lactissubsplactis



Résumé

Le lait camelin se distingue des autres laits l@grésence d’'un systéme protecteur
trés puissant, lié a des taux relativement élevéslysozyme, en lactoperoxydase, en
lactoferrine, en composant-3 des protéose- pepti@i3), en acides organiques, en peroxyde
d’hydrogéne et en bactériocines produites pardesdoies lactiques. L’étude s’inscrit dans ce
cadre et consiste a étudier d'une part, l'actiatéibactérienne des bactériocines (type
nisine) produites par une souche lactique isolparir de lait camelin ensemencé sur milieu
M17, a I'égard d’'une autre souche, pathogéne isal@artir d’'un échantillon de lait, sur le
milieu sélectif de Chapman et d’autre part, a ésaBon importance par rapport au systéeme
protecteur. Parallelement une étude comparativééaetiectuée avec le lait bovin. Des
examens macroscopiques, microscopiques, ainsi g tdsts physico-chimiques et
biochimiques ont permis d’identifier la souche iq@ée productrice de nisine, comme étant
une souche delactococcuslactissubsplactisD’autres examens macroscopiques et
microscopiques, ont permis d’identifier la souchible; comme étant une souche de
Staphylococcus aureudJne optimisation des conditions de production d&na, par la
souche productrice isolée puis purifiée par cegjquages successifs, a été réalisée. Pour se
faire, nous avons procedé a la supplémentationitieunM17 par du Glccose a 1% et /ou par

des staphylocoques.

Les tests d’antagonisme de la nisineeacbntre de la souche cible par les méthodes
des puits et des spots n’ont pas donné de zonasildtion. Le test des disques a permis au
contraire, de mettre en évidence la présence djanisme. Ainsi, les résultats obtenus sont
de nature a indiquer que la production de nisinelgs souches deLc camelins est plus
grande en cas de stress de la souche, provogaélgition de staphylocoques, pour une durée
d’'incubation de 18 h. De méme gu’ils indiquent daeroduction cameline de nisine est
relativement plus grande par rapport a celle boy@ ZI = 8mm versus @ ZI = 7mm). En
relation avec la croissance, la production de aisg@meline semble maximale (@ ZI = 8mm)
avec une croissance minimale des Lc (pH 6 ,37)oftimum de croissance des Lc camelins
(pH 6,17) et un optimum de production de nisineZZ= 8mm) sont enregistrés pour une

durée incubation de 24 heures,

Mots clefs Lait, chamelle, Lactocoques, nisine, Staphylocogu&égonisme



Abstract

Camel milk is different from other milks by the pemce of a very powerful protective
system, linked to relatively high rates in lysozynwe lactoperoxidase, in lactoferrin, in
component -3 of proteose-peptone (PP3), in orgaawals, hydrogen peroxide and
bacteriocins produced by lactic acid bacteria. $tugly falls into this contextand is to study
the one hand, the antibacterial activity of back@rs (nisin type) produced by lactic strain
isolated from camel milk inoculated in M17 mediuagainstanother strain, with is pathogen
and isolated from a sample of milk, on the selectivedium of Chapman and on the other
hand, to evaluate its relative importance to thetqmtive system. At the same time a
comparative study was performed with bovine milk.advbscopic and microscopic
examination, and physicochemical and biochemicsistdave identified the lactic strain
producing nisin, as a strain dfactococcus lactis subsplactisOther macroscopic and
microscopic examination, have identified the targgtin, as a strain dbtaphylococcus
aureus An optimization of nisin production conditionsy bthe producing strain isolated and
purified by five successive subcultures, was pentt. To do this, we performed
supplementation of M17 medium with1% Glccose Aodstaphylococci.

Tests of antagonism of nisin against the targairstsy the methods of wells and spots
did not giveinhibition zones. On the contrary, thscs test allowed, to highlight the presence
of antagonism. Thus, the results are likely tocatk that the production of nisin by Lc camel
strains is larger in case of stress of the stiGansed by the addition of staphylococci, for an
incubation period of 18 h. Also they indicate tifa production ofcamelinenisin is relatively
higher compared to bovine (@ = 8mm versus ZI @ =mJmin relation to the growth,
production of camelinenisin appears maximum (ZI 8r@m) with a minimum growth of Lc
(pH 6, 37). An  optimum growth of camels Lc (pH.B) and an optimum production of nisin
(ZI = @ 8mm) are registered for a period of incudrabf 24 hours.

Keywords: Milk, camel, lactococcocus,nisin, Staphylococargagonism
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