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Résumé

A partir du lait cru de vache ,de brebis et de chévre et de chamelle, plusieurs types de
fromages traditionnel font partie de I’alimentation dans différentes régions d’ Algérie .El “klila
un fromage traditionnel est utilisée entre autre comme ferment pour accelérer la coagulation
du lait. Cependant et afin de prissiez les microflores d’el klila, nous nous sommes orientes

vers 1’étude de la microflore.

Quatre échantillons ont été prélevés a partir de plusieurs région du wilaya de Tébessa,
L’étude de la microflore a été réalisées par 1’isolement de différents microorganismes en
utilisant des milieux de culture sélectifs et leurs caractérisation a été réalisées par des tests
phénotypique et biochimique, et 1’études de la sensibibilité aux antibiotiques, aussi La
recherche des propriétés inhibitrices des bactéries lactiques.

Les résultats montre la présence des staphylocoques dans tout les échantillons du el’klila
dont 64% des souches sont des Staphylococcus aureus et 36% des souches staphylocoques a
coagulasse négative (SCN) . L’analyse des espéces des souches d’entérobactéries isolées, a
montré une prédominance d’Enterobacter cloacae (73%), suivie de Hafinia alvei (9 %) nous
avons trouvée une souche de flavimonas oryzihabitans(9 %) et une souche de Vibrio fluvialis
(9 %),en plus la présence de 11 souches des Pseudomonas et on notée la présence la flore
fongique (levures et moisissures).aussi a été remarque quant I’identification des bactérie
lactique une diversité microbienne 61% lactobacille,17% des genre Leuconostoc, 11% des
souche sont des du genre lactoccus et 5% des souche sont des du genre Streptococcus sp ,et 6
% Enterococcus faecium.

Les bactéries lactiques isolées montrent une activité antagoniste vis-a-vis des bactéries
indicatrices ,cette activités est due aux plusieurs facteurs : acidité, peroxyde d’hydrogene et
bactériocines.

La mise en évidence de la sensibilité ou la résistance de certaines bactéries identifiée parmi
’ensemble a faite appel 4 deux gammes d’antibiotique choisies pour les Gram * et les
Gram’.

Nous pouvons conclure que les produits traditionnel laitiers comme el’klila sont un milieu

favorable pour le développement des différents microorganismes..

Mots clé : El klila, Microflore , Isolement ,Identification ,Antibiogramme .



Summary

From the raw milk of cow, sheep and goat and camel, several types of traditional cheese
are part of the diet in different regions of Algeria. It is a traditional cheese with large
consumption and is used inter alia as a ferment to accelerate the coagulation of milk.

However, in order to take the microflores of el’klila, we turned to the study of the microflora .

Four samples were taken from several regions of the wilaya of Tébessa. The study of the
microflora was carried out by the isolation of different microorganisms using selective culture
media and their characterization was carried out by phenotypic and biochemical tests. , and
antibiotic susceptibility studies, also Research of the inhibitory properties of lactic acid

bacteria .

The results show the presence of staphylococci in all el klila samples, of which 64% of the
strains are Staphylococcus aureus and 36% are coagulase negative staphylococci strains
(SCN). The species analysis of the enterobacterial strains isolated, showed a predominance of
Enterobacter cloacae (73%), followed by Hafinia alvei (9%) we found a strain of flavimonas
oryzhabitans (9%) and a strain of Vibrio fluvialis (9%), in addition the presence of 11 strains
of Pseudomonas and noted the presence of fungal flora (yeasts and molds) .Also was noticed
when the identification of lactic bacteria microbial diversity 61% lactobacillus, 17% of genus
Leuconostoc, 11% of the strain are of the genus Lactoccus and 5% of the strain are of the
genus Streptococcus sp, and 6% Enterococcus faecium.

The isolated lactic acid bacteria show an antagonistic activity towards the indicator
bacteria, this activity is due to several factors: acidity, hydrogen peroxide and
bacteriocins.The detection of the sensitivity or the resistance of certain bacteria identified

among the set made use of two antibiotic ranges chosen for Gram + and Gram- .

Thanks to these results we conclude that el klila is a favorable environment for the

development of different microorganisms.

Key words: El'klila, Microflora, Isolation, Identification, Antibiogram.
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ADN :
ARN :
API 20E:
Aw .

BL :

C:

°C:
CO2:
CFC:
CN:

EN :
Cm:

KS:
KF :

H20,.
pH :
Lac :
Lac :
Min :
mm :
ml :
Na ClI :

ST:
SCP:
SCN:

PS:
% :

g
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Activité D’eau

Bactérie lactique
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Degré Celsius(unité de la température)
Dioxyde de Carbone

Céphalosparine / Fucidine / Cetrimide
Gélose contient de I’acide nalidixique
Diamétre

Entérobactérie

Centimetre

Gramme

El’klila séchée

El’klila fraiche

Guanine

Heure

Intermediaries

Peroxyde d'Hydrogene

potentiel d'Hydrogene

Lactose positive

Lactose négative
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Millilitre

Chlorure de Sodium

Litre
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Staphylocoque
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Pseudomonas

Pourcentage

Micrometre
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Introduction

L’Algérie a une tradition des produits laitiers bien établie, transmise de génération en
génération, qui a un aspect important de la culture algérienne. Le lait abondant durant certains
moments de 1’année, il est difficile de le conserver et facilement périssable, surtout dans les
zones a climat trés chaud. Dans n’importe quelle culture, il a été toujours traité pour
augmenter la durabilitt et la valeur nutritive et en méme temps permettre la
commercialisation. Les femmes algériennes comme toutes les cultures pastorale, ont toujours
étés les principale protagonistes auteurs de la transformation du lait (Claps et Morone ,2011).

Une grande variété de produits laitiers fermentés est préparée traditionnellement en
Algérie dont le but est la bio-préservation du lait pour utilisation ultérieur. Les produits
laitiers traditionnels algériens importants qui ont la signification commerciale sont : Raibe,
Lben, Klila, Zebda et j’ben (Benkerroum et al.,2004).

Parmi ces produit el Klila est préparée a partir du lait chauffé sur feu doux pendant 12
minutes environ pour favoriser la séparation du caillé et du lactosérum et accélérer le
processus d’égouttage. Le lait caillé est égoutté dans un tissu fin. El’klila peut étre
consommée a 1’état frais ou additionné a certains plats traditionnels aprés avoir été coupé en
petits cubes et séchés au soleil (Touati, 1990).La fermentation de klila comme beaucoup de
processus de fermentation de produit traditionnel est spontanée, non controlée implique
beaucoup de micro-organisme d’aliment qui sont influences.

Plusieurs facteurs de risques de contamination d’el’klila aux différents stades de sa
fabrication entrent en jeu, ce qui nous a poussés a réaliser ce travail, dont 1’objectif principal

de notre travail est d’isoler, purifier et identifier la microflore a partir d’ el klila (les
Staphylocoque, les pseudomonas,les bactéries lactiques, levures et moisissure)qui est parmi
des produits laitiers traditionnels a base de lait de vache de la régions Tébessa, et de tester
leur pouvoir antimicrobien dans le but de sélectionner des souches inhibitrices possédant un
pouvoir inhibiteur contre les germes pathogénes afin de préserver la santé¢ et I’hygi¢ne

publique .
Ce mémaoire est répartir en trois grands chapitres qui sont :

-Une synthese bibliographique :

e qui définit le lait et les produits laitier.
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e les germe impliqués dans la formage traditionnelle algérien ( el’klila).
-la partie matériel et méthode décrite les différentes méthodes utilisée pour réalise de ce
travaille.

-les résultats et la discussion des donnés microbiologique qui sont traités dans la troisieme
partie du manuscrit.
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Bibliographique



Chapitre I

Le lait et les produits laitiers
traditionnels
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l. Le lait

1.1.Définition du lait

C’est en 1909 que le Congres International de la Répression des Fraudes a défini le
lait comme étant : « le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle
laitiere bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit étre recueilli proprement et ne pas
contenir de colostrum » Le lait sans indication de I’espéce animale de provenance correspond
au lait de vache (Larpent et al., 1997).Le lait apparait comme un liquide opaque, blanc mat,
plus ou moins jaunatre selon sa teneure en -carotenes et en matiere grasse. 1l a une odeur peu

marquee mais reconnaissable (Cniel, 2006).

1.2.Composition du lait

Le lait est un substrat trés riche, fournissant a ’Homme et aux jeunes mammiferes un
aliment presque complet (Larpent et al., 1997). Il contient une forte proportion d’eau environ
87%. Le reste est représenté par ’extrait sec (environ 130g par litre). Les principaux
constituants de cet extrait sec sont : les lipides, les glucides, les protides, les vitamines et les
éléments minéraux (Ca2+, Na+, K+, Mg2+, Cl-) (Vimahieu, 2005). Tableau 01

Tableau 01 : Composition du lait chez divers mammifeéres (Dillon, 2008).

Composition moyenne du lait
(9/1)
Eau | Extrai | Matieé | Protéines Glucid | Matiéres
t re totale caséine e: Minérales
sec Grass | albumine Lactose
e
Equidés
Jument 925 | 100 10-15 | 20- | 10- | 7-10 60-65 | 3-5
22 | 12
Anesse 925 | 100 10-15 | 20- | 10- |9-10 60-65 | 4-5
22 |12
Ruminante
900 | 130 35-40 | 30- | 27- | 3-4 45-50 8-10
Vache 35 |30
Chevre 90 | 140 40- 35| 30 | 6-8 40-45 8-10
0 45 - -
40 | 35

D'autres constituants sont présents mais en guantité minime. Cependant, certains d'entre

eux, du fait de leur activité biologique, revétent une grande importance. Ce sont:

4
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- les enzymes: peroxydase, catalase, phosphatase .

- les vitamines : facteurs A, D, C, BI, B2, B6, BI2..etc.
D'autres constituants sont présents mais en quantité minime. Cependant, certains d'entre
eux, du fait de leur activité biologique, revétent une grande importance. Ce sont:

- les enzymes: peroxydase, catalase, phosphatase

- les- vitamines : facteurs A, D, C, BI, B2, B6, BI2..etc.
- les lécithines (phospholipides)
- .les nucleotides

- les ¢léments cellulaires: leucocytes, cellules épithéliales, ...etc.

Outre, ces constituants, le lait renferme aussi des micro-organismes en quantité variable
suivant I'état de santé de la femelle laitiere, de I'hygiene de la traite et des manipulations
diverses subies par le lait (Alais, 1984; Mollamadou ,2001).

1.3.Propriétés physiques et chimiques
1.3.1.Propriétés physiques

La composition du lait est caractérisée par une grande complexité dans la nature et la
forme de ses composants, de point de vue physique, le lait présente une hétérogénéite,
puisque certains composants sont dominants de point de vue quantitatif, ce sont 1’eau, la
matiere grasse, les protéines et le lactose ; les composés mineurs sont représentés par les
matieres minérales, les enzymes et les vitamines. Les propriétés physiques comme la densité
absolue, la viscosité, la tension superficielle et la chaleur spécifique dépendent de 1’ensemble
des constituants. tableau 02.

Tableau 02: Constantes physiques usuelles du lait de vache (Luquet, 1985).

Constantes Valeurs

pH (20°C) 6,5a6,7
Acidité titrable (°D) 15418

Densité 1,028 a 1,036
Température de congélation (°C) | (-0,51) a (-0,55)
Point d’ébullition (°C) 100,5
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1.3.2.La composition chimique du lait

La composition du lait varie d'une espece de mammifére a une autre car elle est adaptée au
besoins de chacune d'elle. Cependant, il existe des caractéristiques communes aux différents
laits a savoir la richesse en calcium, qualité protéique appréciable, le lactose comme sucre
prédominant et une richesse en vitamines notamment du groupe B. Sa composition dépend
aussi d’autres facteurs tels que la race des vaches, la saison et le climat. Certains de ces
facteurs peuvent étre controlés donc modifiés pour améliorer la rentabilité laitiere d'une
vache (Mathieu, 1998) , tableau 03.

Tableau 03 : Composition moyenne du lait de vache (Alais et al , 2008)

Composants Composants Etat physique des
Concentrations composants
(9/1)
Eau 905 Eau libre plus eau liée
(3,7%)
Glucides (lactose) 49 Solution
Lipides 35 Emulsion des globules
Matiere grasse 34 gras (3 a 5um)
proprement dite 0,5
Lécithine 0,5
(phospholipides)
Insaponifiable (stérols,
carotenes)
Protides 34 Suspension micellaire
Caséine 27 phosphocaséinate
Protéines solubles 2,5 de calcium (0,08 4 0,12
(globulines, 1,5 {m)
albumines) Solution (colloidale)
Substances azotées non Solution (vraie)
Protéiques
Sels 9 Solution ou état
De I’acide citrique 2 colloidale
De I’acide phosphorique 2,6
(P203) 1,7
Du chlorure de sodium
(NaCl)
Constituants divers Traces
(vitamines, enzymes, gaz
dissous)
Extrait sec total 127
Extrait sec non gras 92
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I.4.Importance Nutritionnelle

Le lait joue un rdle trés important dans 1’alimentation Humaine, tant au point de vue
calorique que nutritionnel. Un litre de lait correspond a une valeur d’environ 750 Kcal
facilement utilisable.

Comparativement aux autres aliments, il constitue un élément de haute valeur nutritionnelle.

L’intérét alimentaire du lait est :

- Une source de protides d’excellente valeur biologique.
- La principale source de calcium
- Une source de matiére grasse

- Une bonne source de vitamines (Leroy, 1965)

Le lait est également une excellente source de minéraux intervenant dans divers
métabolismes Humains notamment comme cofacteurs et régulateurs d’enzymes. Le lait assure
aussi un apport non négligeable en vitamines connues comme Vitamines A, D, E
(liposolubles) et Vitamines B1, B2, B3(hydrosolubles). Il est néanmoins pauvre en fer et en
cuivre et il est dépourvu de fibres (ChefteletCheftel, 1996).

La haute qualité nutritionnelle des protéines du lait repose sur leur forte digestibilité et
leurs compositions particulierement bien équilibrée en acides aminés indispensables. Pour les
nouveaunés, les protéines du lait constituent une source protéique adaptée aux besoins de
croissance durant la période néonatal (Derby, 2001).

I.5.Microflore du lait

Le lait contient peu de micro-organismes lorsqu’il est prélevé dans des bonnes conditions,
a partir d’un animal sain (moins de 5000 germes/ml) (Larpent, 1997). Dans des conditions
de propreté et d’hygiéne normale, le lait cru renferme de nombreux germes constituant la
flore originale. Cette microflore est représentée essentiellement par des lactobacilles et des
streptocoques lactiques commensaux provenant du pis et des canaux galactophores (Hermier
et al., 1992).

Le lait cru peut étre contaminé par différents microorganismes avant, pendant et

apres la traite ; selon (Betsi et al.,1997) ils peuvent étre classés dans les flores suivantes :
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1.5.1Flore originelle

Le lait contient peu de micro-organismes lorsque il est prélevé dans de bonnes conditions a
partir d’un animal sain (moins de 10% germes /ml). 1l s’agit essentiellement de germes
saprophytes de pis et des canaux galactophores :microcoques mais aussi streptocoques
lactique ( Lactococcus) et les lactobacilles.Le lait cru est protégé contre les bactéries par des
substances inhibitrice appelées « lacténines « mais leur action est de trés courte durée (1
heure environ(Guiraud,2003 ).

D’autres microorganismes peuvent se trouver dans le lait lorsqu’il est issu d’un animal
malade : ils sont généralement pathogenes et dangereux au point de vue sanitaire. 1l peut
s’agir d’agents de mammites , c'est-a-dire d’infections du pis :Streptocoques pyogenes
(Streptococcus) , coryné bactéries pyogenes, staphylocoques , etc..... .il peut s’agir aussi de
germes d’infection générale qui peuvent passer dans le lait en 1’absence d’anomalies du pis :
Salmonella; Brucella , agent de la fievre de Malte et exceptionnellement Listeria
monocytogenes , agent de la listériose ; Mycobacterium , agent de la tuberculose ; Bacillus
anthracis, agent du charbon ; Coxiellaburnettii , agent de la fievre Q, et quelque virus.Les
germes banaux du pis ne présentent pas de danger sanitaire mais peuvent se développer
abondamment dans le lait. Les autres peuvent étre responsables de maladies ou
d’intoxications graves qui sont généralement limitées par la surveillance vétérinaire des

animaux producteurs.( Guiraud,2003 ).

1.5.2.Flore de contamination

Le lait se contamine par des apports microbiens d'origines diverses :

e Féces et tégument de I'animal: coliformes, entérocoques,clostridium,éventuellement Entéro-
bactéries pathogéne (salmonella,shigella,Yersinia)....... ,etc

e Sol:Streptomyces,Listeria,bactéries sporulées, ...... etc.

e Litiéres et aliments : flores banale variée,en particulier les lactobacilles, Clostridium butyriques
(ensilages).

e L'air et eau: flores diverses dont Pseudomonas, bactéries sporulées........ etc.

e L'equipement de traite et de stockage du lait : microcoques, levures et flore lactique avec
lactobacilles streptocoques (Sterptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc.....etc ,Cette
flore est souvent spécifique d'une usine.

e Manipulateur :Staphylocoques dans le cas de traite manuelle, mais aussi germes provenant
d'expectorations,de contaminations fécales........ etc.

e Vecteurs divers (insectes en particulier) : flore de contamination fécale.

8
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Parmi ces micro-organismes, il en est d'inoffensifs, d’autres de fangeux du point de vue

sanitaire,d'autres capable d'entrainer la détérioration du lait(Guiraud,2003 ).
I1.les produits laitiers traditionnels

C’est I’augmentation de la production du lait durant certaines saisons et la difficulté de son
préservation sous la forme fraiche a conduit au développement des technologies de production
traditionnel (Dharam et Narender,2007 ;Lahsaoui, 2009). La consommation des produits
laitiers est également associée a des effets bénefiques sur la santé en plus de leurs valeurs
nutritionnelles (Takahiro et al., 2007; Shan-na et al., 2011). La transformation du lait de
chévre en produits laitiers traditionnels algériens, tels que RaibLben et Jben est réalisée via
une fermentation spontanée sans 1’ajout d’une entrée sélectionnée (Badis et al., 2004). Ces
produites sont partie intégrante d’héritage algérien et ont une grande importance culturelle
médicinale, et économique il ont étre développée sur un longue période avec les compétences
culinaire de fermes en plus de la conservation des solide du lait pour plus longuement a

température ambiante (Lahsaoui, 2009).

La figure suivante schématise les méthodes de fabrication de principaux produits laitiers

Traditionnels.

Lait frais |
€ Fermentation spontanée &
T® ambiantede 24a 72 H
Fermentati \ Lait coagulé ‘ Egouttage .
32 on dans Raib 1 a3 jours
;e:ﬂ;:::t:m = une outre ( )
dans le lait sy S Banattage
(Cynara
- cardunculus
L, Cynara
:'_0"'"'“% : Lait acidulé Beurre frais
ICUS CEries)
2. Egouttage (Lben) v (Zebda)
3. Salage
e Lavage, malaxage,
salage; 8a 10g/ 100g
Affinage 34 Addition des plantes
4 mois aromatiques
Fromage :,:r:n':::ﬁ :;m:’:: Beurre rancis ‘ Fromage frais
. frais (Jben I) Ci ! (Klila) (Smen) (Jber 2)

Figure0l1:shéma simplifie les différentes étapes de préparation des laitiers traditionneles
Algériens (Bendimerad,2013)
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11.1.Klila

En Algérie, la klila est un fromage traditionnel populaire a la compagne, il est fabrique
a partir du lait cru de vache ou de brebis non pasteurisé. Ce fromage est fabriqué par la
conservation du lait dans des pots propres non stériles a la température ambiante
(généralement a 2 jours) pour avoir aprés un gout acide. Le lait acide appelé « Raib », est
baraté dans une peau de chévre spéciale durant 2 a 3 heures. puis I’eau est additionnée
pour séparer le beurre qui va étre apres collectée. Apres chauffage du lait écrémé appelé
« leben » pendant 15 min a 40-50 C°, le petit-lait est séparé du fromage par filtration a
travers d’une mousseline « chache ». Le fromage est consommé sous cette forme ou bien
séché sous le soleil pour une longue conservation (Boubekri et Ohta,1996 ; Mechai et
al., 2014 ; Mahamedi et al., 2015).

La fermentation de la klila, comme beaucoup de processus de fermentation produits
traditionnels, est spontanée, non contrélée et implique beaucoup de micro-organismes
d’aliments qui sont influencés par les conditions environnementales de 1’endroit ou le
fromage est fabriqué (Boubekri et Ohta, 1996).
11.1.1.La composition chimique du Klila

Elle varie considérablement entre les différentes régions, et surtout ce qui concerne la
composition la Kila est trés riche en protéines, et en matiéres grasse, avec une teneure d’eau
varié selon le mode de fabrication et un pH trés bas se qui explique 1’augmentation de
I’acidité de ce produit (Mennane et al., 2007).
11.2.Rayeb

Le Rayeb est un produit qui n’aura aucun traitement thermique préalable et laissé
s’acidifier par fermentation spontanée jusqu'a 1’obtention d’un caillé (Touati ,1990).
Il peut étre consomme comme boisson apres une simple homogénéisation, ou additionné aux
autres plats traditionnels (couscous, mesfouf). Il entre dans la fabrication du L’ben
(Aissaoui, 2004).
11.3.Bouhezza

C’est un fromage fermier fermenté a égouttage spontané, préparé a 1’origine a partir de lait
de chévre et éventuellement de brebis mais actuellement il est préparé a partir du lait de
vache, il est trés répondu dans 1’est algérien plus précisément dans les régions de Oum
Bouaghi, Khenchela, et dans certains régions de Batna (Mekentichi, 2003).
Le salage, 1’égouttage et I’affinage du Bouhezza sont réalisés simultanément dans une

«Chekoua», préalablement traitée aux tannins pendant 3 & 4 mois. Au stade de la
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consommation le fromage est pétri avec incorporation de poudre de piment rouge, ce qui lui
donne une caractéristique particuliere (Lemouchi, 2008).
I1.4. Takammarit

C’est un fromage de Hoggar, il est fabriqué par introduction d’un bout de caillette de
jeuneschevreaux dans le lait. Aprés quelques heures, le caillé est retiré a 1’aide d’une louche
etdéposé en petits tas sur une natte et sera ensuite pétri pour évacuer le serum puis dépose
dansune autre natte faite de tige de fenouil sauvage qui lui donne de I’arome. Les nattes sont
ensuite placées a I’ombre jusqu’au durcissement du fromage.
Le fromage peut subir un affinage durant un mois (Bousnane et Djadi, 2009).

11.5.L’ben

La préparation artisanale de 1’ben est simple, le lait est abandonné a lui-méme jusqu'a
sa coagulation. Celle-ci se fait & température ambiante et dure 24 a 48 h selon la saison. Le
barattage qui lui succede dure 30 a 40 minutes. A la fin du barattage, on ajoute généralement
un certain volume d'eau (environ 10 % du volume du lait), chaude ou froide, suivant la
température ambiante, de fagcon a ramener la température de I'ensemble a un
niveauconvenable au rassemblement des grains de beurre (Ouadghiri, 2009 ; Benkerroum et
Tamime, 2004).
11.6.La creme, la Zebda ou beurre frais

Le beurre est un «produit gras dérivé exclusivement du lait et/ou de produits obtenus a
partir du lait, principalement sous forme d’une émulsion du type eau dans I’huile». Il est
obtenu par barattage de la creme du lait. Elle contient totalité des lipides du lait (Luquet et
Corrieu, 2005).
11.7.Aoules

Il est fabriqué a partir du lait de chevre qui est extrémement aigre. Apres une
coagulation intense, le fromage obtenu a une pate dure (matiere séche représente 92%).
L'égouttage se fait dans une paille ensuite, il est reformé sous forme des boules plates séchées
au soleil, il peut &tre consommé en mélange avec les dates (Abdelaziz et Aitkaci,1992).
11.8.Lebaa

La matiéere premiere est le colostrum, par fois il est mélangé avec des oeufs, il est salé

puis bouillit pendant 15 mn environ. Le produit obtenu est appelé lebaa(Lemouchi, 2008).
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11.9.Jben

J'ben est un fromage traditionnel frais obtenu par coagulation enzymatique (présure extrait a
partir de la caillette de veau). Le lait destiné a la fabrication est chauffé, une fois tiéde, un
fragment de caillette bovine est macéré dans le lait. Aprés coagulation du lait et égouttage, le
caillé ainsi obtenu peut étre salé ou additionné de quelques épices ou de plantes aromatiques

(Lahsaoui, 2009).
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Chapitre 11 La microflore d’el ‘Klila

El’klila parmi les produits Algérienne, et considere comme le produit laitier traditionnel
artisanale dont le mode de fabrication découle de 1’héritage culturel de la population, est
consomme soit tel qu’il est, ou apreés un séchage afin de prolonger sa durée de conservation

(Benkerroumet al.,2004). Il contient des microflores variée parmi ces microflore.

I .Les bactéries lactiques

I.1.Généralités sur les bactéries lactiques

Les bactéries lactiqgues ont traditionnellement été associées a des fermentations
alimentaires humaine et animale, et sont généralement considérés comme des micro-
organismes bénéfiques, et méme certaines souches sont des bactéries a effet probiotique.
Cependant, certains genres (Streptococcus, Lactococcus,Enterococcus, Carnobacterium)
contiennent egalement des espéces ou des souches qui sont des agents pathogenes humains ou

animaux reconnus(Lahtinen et al., 2012).

Les bactéries lactiques forment un groupe hétérogéne composé de coques et de bacilles,
dont la principale caractéristique est la production dacide lactique a partir de la
fermentationdes sucres. Ces bactéries non pathogeénes, a coloration de Gram positive (Gram
+) ont un métabolisme anaérobie facultatif et ne produisent pas de catalase. Les bactéries
colonisent des milieux naturels variés tels que la surface des végétaux et les muqueuses des
mammiferes(intestin, bouches, vagin et surface de la peau). Leur utilisation est apparue,
depuis des millénaires, dans la fabrication des aliments comme les fromages, les charcuteries,
les boissons fermentées, le pain au levain, les sauces, les saumures, les Iégumes fermentés, les
ensilages....etc. Elles permettent par leur métabolisme, d'augmenter la durée de conservation

des denrées et leur conférent une saveur et une texture différente (Badis et al., 2005).

|.2.Habitat et origine

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes ubiquitaires susceptibles d'étre retrouvés
dans tous types d'habitat (Rizk, 2005).Elles sont retrouvées dans différentes niches
écologiques comme les produits laitiers, la viande, les végétaux, les céréales et font partie de

la flore intestinale et vaginale humaine ou animale (Kouame, 2013).
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| .3.Classification et taxonomie

La premiére classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-Jensen sur divers
critéres morphologiques et physiologiques (activités catalase et nitrite réductase, type de fermentation)
(Stiles et Holzapfel , 1997). Les critéres phénotypiques permettant la classification des bactéries se
sont ensuite étendus a la composition de la paroi, le type d’acides gras cellulaires, le type de quinones
(accepteur d’¢lectrons). Cependant ces méthodes phénotypiques ne rendent pas compte des relations
phylogénétiques entre les groupes. En 1977, Woese et Fox introduisent la phylogenie moléculaire
basée sur la séquence des ARN ribosomiques. Cette méthode va révolutionner la taxonomie des
bactéries et la classification desbactéries lactiques va étre profondément modifiée. D’autres méthodes
génotypiques (basés sur les acides nucléiques) sont aussi utilisées en classification, comme le
pourcentage en GC ou I’hybridation ADN: ADN(Stiles et Holzapfel , 2001) . Figure02.

Lb. delbrueckii group

~. Lb. casei—
~ Pediococcus
\\\ group

Weissella _
lLeuconostoc

Oenococcius

Tetragernococcus Lactococcis

N\

Vagococcus /
- /

Enterococcus |
/ Streptococcus

Carrnobacteriwur \ 4

_—""  Bacillus
Staphylococcus

Aerococcus Listeria

Figure 02 : Arbre phylogénétique des bactéries lactiques (Lahtinen et al., 2012).
I.4.Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques

1.4.1.Le genre Lactobacillus

Les bactéries du genre Lactobacillus ont des aspects variés allant du bacille long et fin au
coccobacille en passant par la forme batonnet court ou légerement flexueux. Ils sont Gram
positif, non sporulés, fréqguemment associés en chainettes et habituellement immobiles. Les
lactobacilles se montrent généralement plus résistants au stress acide que les lactocoques
(Siegumfeldt et al., 2000).
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I .4.2. Le genreLactococcus et Streptococcus

IIs rassemblent des coques homofermentaires, produisant en majorité de I’acide
lactique.Les especes initialement regroupées dans le genre Streptococcus ont été redistribuees
au siende ces genres selon les homologies de leur ARN ribosomique 16S. (Michel fedrighi,
2005) .
1.4.3.Le genre Streptococcus

Comprend essentiellement des espéces d’origine humaine ou animale dont certaines sont
pathogenes comme S. pyogeneset,S. agalactiae, d’autres sont impliquées dans la formation de
la plaque dentaire (S.mutans). L’espéce thermophile Streptococcus thermophilusse différencie
par son habitat (lait et produits laitiers), et son caractere non pathogéne. Du fait de ses
propriétés technologiques, c’est la seule espéce considérée comme un streptocoque lactique
(Laurent et al, 1998).
1.4.4Le genre Lactococcus

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

IIs rassemblent les coques lenticulaires en paires en chainettes, mésophiles, qui posseédent
un caractére hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique ,de CO2 et
d’héthanol. Certaines especes sont capables de fermenter le citrate ce qui leur confére une
activité aromatique importante. D’autres synthétisent des d’extranes en présence de
saccharose. Ce genre comporte 6 espéces présentes majoritairement dans les produits
végétaux, mais elles sont également isolées dans les produits laitiers. lls participent a la

fermentation des produits végétaux (Michel, 2005) .
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1.4.6.Le genre Leuconostoc

Ces bactéries lactiques sont apparues a’ origine, sous forme de chaines, d’aspect
mucilagineux, non pigmentes. Les premiéres souches ont été isolées a partir d’accidents
apparus dans les sucreries. Les leuconostocs responsables de ces accidents produisent du
dextrane en milieu saccharosé (entourées d’une gaine comme celle des Nostocs) (Zarour,

2010).
1.4.7.Le genre Weissella

Les cellules de ce genre sont ovoides ou de courts batonnets a extrémités rondes qui
s’associent en paires ou en courtes chaines. Elles sont hétérofermentaires et sont

généralement immobiles (Lahtinem et al., 2012).

La température optimale de croissance est de 15°C, mais quelques espéces peuvent croitre
entre 42°C et 45°C. (Bjorkroth et Holzapfel, 2006 Lahtinem et al., 2012).

1.4.8.Le genre Pediococcus et Tetragenococucus

Ce sont des coques uniformément sphériques ou ovoides mais jamais allongés, dont la
particularité est le regroupement en tétrade du a une division dans les deux directions

perpendiculaires (Pilet et al., 2005).

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le groupement
en tétrade ; ils sont mésophiles et le plus souvent incapables d’utiliser le lactose par contre,
certaines especes se distinguent par leur capacité a se développer a des teneures en sel tres
élevées, comme P.halophilus, renommé Tetragenococcushalophilus qui tolére jusqu’a 18%
de NaCl. Ils sont souvent présents dans la biere, le vin, les produites végétaux et saumures

(anchois salés) et participent a la fermentation des saucissons (Michel, 2005).

1.4.9.Le genre Enterococcus

Le genre Enterococcus rassemble la plupart des especes du groupe sérologique D et
comprend notamment les espéces anciennement déesignées sous le terme (Streptocoques
fécaux), comme Enterococcusfaecalis et Enterococcusfaecium. Ce sont également des coques
homofermentaires qui se caractérisent par leur développement a 10 et 45C°, leur aptitude
croitre en presence de 6,5% de NaCl, et a pH 9,6 , et leur grande résistance aux facteurs de
I’environnement, en particulier la température ( 30 min. a 60C°®). Leur habitat est trés varié :

intestin de ’homme et des animaux, produits végétaux, sol, produits laitiers. Au sien des

17



Chapitre 11 La microflore d’el ‘Klila

bactéries lactiques, les bactéries du genre Enterococcus ont une position particuliére : parfois
utilisés comme indicateur de contamination fécale dans les aliments, ils peuvent aussi étre

associes a la fermentation de certains fromages italiens. (Michel, 2005).

1.4.10. Le genre Carnobacterium
Ce genre est constitué de batonnets courts parfois incurvés isolés ou en paires,

psychrotolérants, pouvant se développer a pH=9, et incapables de croitre a 8% de NaCl

; quelques espéces sont catalase (+) en présence d’héme (Ababsa, 2012).

1.4.11 Le genre Bifidobacterium

Les cellules de Bifidobacteriumse caractérisent par leur forme trés irréguliére, souvent en
V et Y, mais pouvant étre coccoide. Elles se différencient des autres bactéries lactiques par
leur caractére anaérobie, leur G + C % élevé, et la présence d’une enzyme, la fructose 6-
phosphate phosphocétolase. Celle-ci leur permet de fermenter les hexoses en produisant
del’acide acétique et de I’acide lactique, ainsi qu’en moindre proportion de 1’éthanol et
d’autres acides organiques. Cette fermentation « lactique » a conduit a les rapprocher du
groupe des bactéries lactiques. Leur température optimale de croissance est comprise entre
37°C et 41°C. Elles se développent a pH supérieur a 5. Elles sont isolées de ’homme et des
animaux (Laurent, 1998) .Le tableau suivant résume les caractéristiques de quelque genre de
bactéries lactiques.
Tableu4 :Caractéristiques de quelque genre des bactéries lactique (Lahtinen et al., 2012).

Caractéristiques
Forme C0O: | Croissance | Croissance | Croissance | Croissance | Croissance | Croissance Type
dpatic | AWC | AdRC | A6S%de | Al8%de | apHA4 | apHO6 | dlacide
du NaCl NaCl ique
Famille Geare i e
Aerococcaceae | Aerocncins Cocct - . - . - = + L
(tétrades)
Camobacteriaceae | Camobacterium | Bacille - . - ND - ND - L
Enterococcaceae | Entervoccus | Cocet - + - + - . . L
Tetrageonococeus | Cocei + - + + Variable +
(tétrades)
Vagowews | Cocet + = = - -
Lactobacillaceae | Luctobactlls | Bacille | Variable | Vanable | Varble | Varable - Variable - D, L, DL
Pedigcocens Cocct - Varable | Varable | Variable - + - I, DL
(tétrades)
Leuconostocaecae | Lewomoste | Cocet! + B = Varable - Variable - D
Oenococests + . - Varible - Variable - D
Weissella + + - Varable - Varuable - D, DL
Streptococcaceae | Latoncns | Cocar = B = < = Variable = L
Streplococins - - Varuble - - - - L
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I1. Les entérobactéries

11.1.Définition

Les entérobactéries constituent une famille bactérienne hétérogene regroupant un grand
nombre d’espéces. Au niveau phénotypique, ce sont des bacilles Gram négatif droits , mobiles
par flagelles péritriches, ou immobiles, non sporulés , aérobies facultatifs,

produisant de I’acide a partir du glucose ,pas de besoin en sodium, ni de stimulation , catalase
positive , oxydase négative , réduisent habituellement les nitrates en nitrite (pas en N2) ;
ARNr 16S de gamma-protéobactéries.(Cristian, 2008 ;Madigan et Martinko , 2007) .

Les différences entre les nombreux genres et especes viennent de criteres plus précis,
comme la fermentation des différents sucres, la production ou non de sulfure, la production
d'indole, la production d’uréase, la présence ou I’absence d’enzymes du métabolisme
(désaminases, décarboxylases)...etc. (Meziani, 2012).

11.2. Habitat

Les Entérobactéries sont des hotes du tube digestif de I’homme et de nombreux animaux
ou ils sont retrouvés soit a 1’état pathogéne, soit a 1’état commensal. Mais cette localisation
digestive n’est pas exclusive (Drame,2001).On les retrouve également dans
I’environnement(sols et eau) ou ils participent a la dégradation des matiéres organiques, a
I’altération des plantes suite a des nécroses, a une dégénérescence ou a un ramollissement

(Gueye, 2007).

Il .3.Classification

Les Entérobactéries appartiennent au régne des bacteria, a I'embranchement des
Protéobacteria, a la classe des gamma-protéobacteria a l'ordre des enterobacteria le et a la
Famille des Enterobacteriaceae. Leur classification est basée sur I'étude de leurs caractéres
Phenotypiques (fermentation de différents sucres, production ou non de sulfures, présence ou
Absence de certains enzymes du métabolisme et ou génotypiques (ribotypage, hybridation
ADN/ADN .(Perriere, 1992) .Cette classification est résumée dans le tableau 05.
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Tableau 05: les principaux groupes des entérobactéries (Perriere, 1992) .

Groupes Familles Genre Espéces
Edwardsielleae .
Edwardsiella
GROUPE | Salmonnelleae Salmonella Salmonella typhl
S. paratyphi
S. enteritidis
Escherichiea o o )
Escherichia Escherichia coli
GROUPE I Levineae Shigella Shlg_elladysenterlge
Shigellaflexneri
Shigellaboydii
Shigellasonnei
Levinea
Klebsiella ) )
Klebsiellapneumoniae
Klebsiella oxymore
GROUPE I Enterobacter Enterobacteraerogen
Enterobactercloaceae
Serratia Serratiamarcescens
Erwinia
Proteae Proteus mirabilis
GROUPE IV Proteus Proteus
vulgarisProteusrettgerii
Providencia
GROUPE V Yersinieae
Yersinia Y. enterolitica

Y. pseudotuberculosis

20




Chapitre 11 La microflore d’el ‘Klila

I1.4.Caracteres culturaux

Les Enterobacteriaceaese développent bien dans un bouillon ou sur gélose ordinaire
incubé 18 heurs a 370C. Sur gélose, on peut obtenir différentes forme Les formes S (smouth)
sont I’aspect habituel au sortir de 1’organisme. Les colonies sont lisses, bombeées, brillantes et
humides elles ont 2 2 4 mm de diamétre. Les formes R (rough) s’observent surtout avec les
souches ayant subi plusieurs repiquages. Les colonies sont rugueuses, séches, a contours

irréguliers et de teinte mate. En bouillon, les formes R donnent un aspect grumeleux.

Les colonies rugueuses sont habituelles avec les Klebsiella. Leur diameétre peut dépasser
10 mm ; elles sont une tendance a la confluence. On peut les rencontrer aussi avec d’autres
espéces, notamment Salmonella paratyphi B. Les colonies naines s’observent avec des
souches déficientes dans certaines de leur chaine métabolique. Elles ne sont pas

exceptionnelles chez Escherichia coli isolé d’infections urinaires (Avril et al., 2000) .

I1.5.Caractéristiques des principaux genres des entérobacteries

11.5.1.Escherichia coli

Escherichia coli, isolée par Escherich en 1885, est I’espece type du genre Escherichia qui
appartient a la famille des Enterobacteriaceae. C’est un Bacille a Gram négatif, assez grand
(1-1.5 x 2-6 um), aéro-anaérobie facultatif, oxydase négatif, nitrate positif et qui fermente le
glucose. Escherichia coli (colibacille) est une entérobactérie mobile capable de fermenter le
lactose et de produire de l'indole (Jerome et al ., 2004). Il se développe entre 10 et 48°C a
pH 5,5- 9 et a une Aw supérieure a 0,94 (Monfred et Moll, 2002).

11.5.1.1Habitat

Les E. coli sont des hotes normaux du tube digestif, de la partie distale de 1’iléon et du
colon de I’homme et de la plupart des animaux a sang qu’ils colonisent dés les premiéres
heures de la naissance. ( Minor et Veron ,1989).
La présence de cette bactérie dans le sol, I’eau et/ou les aliments témoigne d’une
contamination fécale et suggere la possibilité que d’autres bactéries ou virus d’origine
digestive s’y trouvent. On considére que leur présence rend 1’eau ou les aliments impropres

al’utilisation ou a la consommation. (Cristian, 2008 ) .
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11. 5.2.Shigella

Les shigella sont des entérobactéries immobiles extrémement proches de Escherichia coli
mais qui ne fermentent pas le lactose. Elles n’ont pas d’uréase et ne produisent pas de gaz.
Elles sont parasites de ’homme et entrainent une colite infecticuse endémoépidémique,la
dysenterie bacillaire (shigellose) (Lampel et Maurelli, 2003; Levine et al., 2007).
11.5.2.1. Habitat

Les shigelles sont des bactéries strictement humaines. Elles ne font pas partie de la flore
intestinale normale. On ne les retrouve que chez les malades, les convalescents et les rares
porteurs sains.( Carbonnelle et al.,1987).
I1. 5.3. Salmonella

Les Salmonella sont des entérobactéries dont les caracteres essentiels sont de ne pas
fermenter le lactose et de ne pas produire d'uréase (Leyral et Vierling, 2001). Les Salmonella
sont des parasites de I'nomme, des mammiféres (rongeurs), des oiseaux (volailles) et des
animaux a sang froid (reptiles). Elles sont responsables, aprés pénétration par voie orale, de
nombreuses infections (salmonelloses), notamment des fiévres typhoide et paratyphoides , des
gastro-entérites et des toxi-infections alimentaires collectives (maladies a déclaration
obligatoire n° 12). Le principal mode de contamination chez I'homme est I'ingestion a partir
de I'eau (S.typhi), des aliments (ex: produits laitiers, ceufs, viande) ou d'animaux familiers
porteurs (Paul, 2005).

11.5.3.1.Habitat

Le réservoir naturel est constitué par le tube digestif des especes contaminées mammiféres
(y compris I’homme), volailles, reptiles, escargots, grenouilles, animaux decompagnie (chiens
et chats)... Les déjections de ces espéces peuvent contaminer le sol et/oul’eau. Si elles ne
peuvent s’y multiplier de maniére significative, elles peuvent y survivre, enparticulier dans le
sol, pendant plusieurs semaines ou méme plusieurs mois si les conditions de température, de

pH et d’humidité sont favorables. (Cristian, 2008 ) .

11.5.4.Klebsiella

Au sein des entérobactéries, les bactéries du genre Klebsiellase distinguent par leur
immobilité constante, leur groupement en diplobacilles généralement encapsulés. On
distingue cependant plusieurs espéces mais Klebsiella pneumoniae est la plusfréquemment

retrouvée en clinigue humaine.(Bagley et al, 1978 Avrilet al., 2000).
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I1. 5.5Yersinia
Yersinia est une entérobactérie immobiles, cultivant lentement, produisant une uréase trés
active (base de l'identification) mais pas de tryptophane désaminase, a la différence des

Proteus qui sont aussiuréase positif (Nauciel, 2000).

I11. Les Pseudomonas

I11. 1.Généralités

Ce sont généralement des bactéries psychrotrophes, capables de se développer a 7°C ou
moins, indépendamment de leur optimum de croissance. En fait, la température minimum
d’activité métabolique des psychrotrophes est proche de -10°C.

Le genre Pseudomonas renferme des bacilles Gram négatif, droits ou légerement incurvés,
de 0,5 a 1,0 um de diametre sur 1,5 a 5,0 um (ou plus) de longueur, non sporulés, tres
généralement mobiles grace a un ou plusieurs flagelles polaires, aérobies, a métabolisme
strictement respiratoire, utilisant I'oxygene comme accepteur final d'électrons (les nitrates sont
parfois utilisés comme accepteur d'électrons ce qui permet une croissance en anaerobiose),
chimioorganotrophes, présentant une activité catalase, et généralement une activité oxydase,
non producteurs d’indol et d'acetoine et ne se cultivant pas a un pH inferieur a 4,5.(Eezby,
2013).

D’apres (Guiraud, 2003), il n’existe pas de milieu spécifique utilisable pour 1’ensemble
des Pseudomonas. lls se multiplient sur les milieux ordinaires L’isolement s’effectue sur
milieu gélose contenant un inhibiteur des Gram+. Il existe quelques milieux spécifiques :
gélose CFC, C.F.C. (base) - Gélose (Céphalosparine / Fucidine / Cetrimide), gélose
pseudomonas CN (qui contient de 1’acide nalidixique), gélose pyocyanosel et la gélose
d’isolement pour Pseudomonas.

I11. 2.Habitat

Les Pseudomonas sont largement répandus dans le sol, ’eau douces et marines et
I’environnement. On les retrouve souvent sur la peau des mamelles de vache (Chatelin et
Richard, 1981 ;Desmasures et al, 1997) et dans les installations de traite (Laithieret al.,
2004).1Is sont retrouves trés fréquemment dans les laits crus réfrigérés(Giannino et al.,
2009) .

111.3. Taxonomie

La classification actuelle des Pseudomonas et des divers bacilles & Gram négatif non

Fermentants (Perriere, 1992). Cette classification est résumée dans le tableau suivant :
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Tableau 06 :les principaux groupes des Pseudomonas (Perriere, 1992) .

Groupe Genre Espéces
- P. aerogunisa
- P. fluorescens
- P. putidia
- P. veroniispnov
- P. alcaligenes
Groupe I d’ARN
e _Pseudomonas - P. pseudoalcaligenes
stricto sensu
- P. mendocina
- P. stutzeri
- P. balearicasipnov
- P. monteiliispnov
-B. mallei
Genre Bulkhorderia -B. pseudomallei
(1992) )
-B. cepacia
Groupe II d’ARN _ o
-B. viethamiensis
Genre Ralstonia (1995) | -R. pickettii
-R. solanacarrum
Genre comamonas(1991) | -C. testosteroni
-C. acidovorans
-C. terrigena
Genre acidovorax(1991) | -A. delafieldii
Groupe III ’ARN -A. temperans
-A. facilis
Les genres
Hydrogenophaga,
Xylophilus, Variovorax
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Groupe IV d’ARN ) o
Genre Brevundimonas -B. diminuta

(1994) -B. visicularis

Groupe V d’ARN .
Genre stenotrophomonas | -S. malotophilia

(1993) -S. africanaspnov

IV. Les Staphylocoques
IVV.1.Geénéralités sur le genre

Les bacteries du genre Staphylococcus sont des coques (cocci) a Gram positif, groupes en
amas ayant la forme de grappes de raisin, immobiles, non sporulés, catalase positive et
oxydase négative. Parmi les 27 espéces du genre actuellement répertoriées, les principales
sont Staphylococcus aureus, S.epidermidis et S.saprophyticus. L'espece S.aureus sera prise
comme type de description. Les Staphylocoques sont les bactéries responsables de la plupart
des infections mammaires. lls sont présents dans le lait lors de la traite et se retrouvent dans
les fromages au lait cru. Les entérotoxines produites par certaines souches de Staphylocoques
dorés peuvent provoquer des intoxications alimentaires. Le nombre de Staphylocoques dorés

dans les fromages au lait cru est réglementé ( Sutra,1998).
IV.2.Habitat

Les staphylocoques sont des bactéries naturellement présentes sur la peau des animaux, la
main du trayeur ou du fromage, sur la peau de la mamelle et des trayons. lls sont présents de
maniére transitoire sur le matériel de traite ou de fromagerie. Ils sont éliminés par de bonnes
pratiques de nettoyage et de désinfection. Les Staphylocoques peuvent pénétrer dans la

mamelle lors de la traite et s’y multiplier (Avril et al.,1992) .
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IV.3. Les staphylocoques, une grande famille
On distingue deux grandes catégories de staphylocoques:
IVV.3.1. Les staphylocoques coagulase-positive (SC +) :

IIs possedent une enzyme (une coagulase) qui permetde les identifier. Ce groupe se
compose essentiellement des Staphylocoques dorés (Staphylococcus aureus), bactéries parfois

capables de synthetiser des entérotoxines nocives pour la santé humaine.

1VV.3.2 Les staphylocoques coagulasse-négative (SC-) :

Ne possedent pas de coagulase. Ils sont généralement inoffensifs pour la santé humaine.
Plus d’une trentaine d’espéces font partie de ce groupe. Les plus fréquents chez la chevre sont

les Staphylococcus epidermidis et caprae.

Ces deux catégories de staphylocoques n’ont pas les mémes conséquences sur la santé
mammaire des chevres et ne sont pas soumises aux mémes exigences réglementaires
( Sutra,1998)..

1VV.4. Taxonomie et classification

a- Classification de Bergey (1994)

Selon la deuxiéme édition de Bergey‘s Manuel of SystematicBacteriology, la classification
phylogénétique du genre Staphylococcus est

:- Domaine : Bacteria-Phylum XIII: Firmicutes

- Classe: Bacilli

- Ordre: Bacillales

- Famille: Staphylococcaceae

- Genre: Staphylococcus avec 38 espéces et des sous-especes(Delarras , 2007) .
b- Classification de Garrity

Selon la classification phylogénétique du genre Staphylococcus de Garrity:

- Domaine : Bacteriaou Eubacteria;

- Phylum XIII: Firmicutes;

- Classe : Bacilli;

- Ordre : Bacillales;

- Famille : Staphylococcaceae;

- Genre: Staphylococcus avec trente-huit especes et des sous-especes.
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V. Les levures

V.1.Généralitie sur les levures

Les levures sont des micro-organismes eucaryotes (noyau délimité), non
photosynthétiques, chimio-hétérotrophes (puisent leur énergie dans la dégradation de
substances organiques variées), champignons a thalle unicellulaire immobiles. Le thalle de la
levure est l'appareil végétatif le plus simple, sans racine ni tige, sans rameau feuillu et non
chlorophyllien .(Leveau et Bouix ,1993.Bourgeois ,1996) ,C’est la plus simple, il s’agit de
cellules uniques, libres ou associées deux a deux ayant une morphologie caractéristique:
sphérique, ovoide, globuleuse ou cylindrique. Des formes spécifiques sont parfois distinguées
comme la forme apiculée (Hanseniaspora et Kloeckera), en bouteille (Pityrosporum),
triangulaire (Trigonopsis) ainsi que la forme pyramidale et ogivale (Dekkera) (Walker et
White, 2005).Ceci en plus des arthrospores, des ballistosporeset des
chlamydospores(Barnett et al, 1983).Sous cette forme unicellulaire, les dimensions sont de
2,5 a 10,5 um de large et de 4,5 a 21 um de long. Cette longueur peut dépasser, chez
certaines espéeces, les 30 um. Ces dimensions, ainsi que leurs aspects dépendent fréquemment
de 1’age des cellules et des conditions de culture (Scherr et Weaver, 1953).Figure 03
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Figure 03 : Morphologie des cellules de levure et des mycelium(Leveau et Bouix ,1993).
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V.2. Caractéres culturaux

Conditions de culture

— Température optimale de croissance : 20 a 28°C.

—pH optimal: 452 6,5

— Obtention de colonies: 24 & 48 heures.

V.3.Modes de reproduction

V.3.1.Reproduction asexuée ou multiplication végétative:

Le mode de reproduction le plus courant chez la levure est le bourgeonnement
(Saccharomyces, Candida).Le détachement de la cellule fille laisse une cicatrice a la surface
de la paroi. Chez S. cerevisiae, dans les conditions les plus favorables, la durée du cycle
cellulaire est de 90 minutes. Elle est capable de bourgeonner une trentaine de fois avant de
mourir et la paroi conserve toutes les cicatrices laissées par les cellules filles.  On rencontre
également des levures qui se multiplient par fission binaire ou scissiparité

(Schizosaccharomycespombe).

V. 3.2.Reproduction sexuée:

Dans des conditions de culture défavorables, les levures diploides ne se multiplient pas

par bourgeonnement mais elles sporulent.

Les levures, cellules diploides, forment des spores, cellules haploides, par méiose. A
partir d'une cellule diploide, on obtient 4 spores (ou ascospores) contenues dans un sac ou
asque. Apres éclatement de l'asque, les ascospores peuvent se multiplier pour donner d'autres
cellules haploides. Elles peuvent également se transformer en gamétes de forme
caractéristique, sous l'effet de phéromones sexuelles. La fécondation entre 2 cellules de signes

sexuels opposés donne un zygote, a l'origine de la phase diploide.(Figure 04)
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Figure 04: Cycles de reproduction de la levure(Saccharomyces cerevisiae)
(http//fdanieau.free.fr /bts /Mycetes-Levures)

V.4.Classification des principaux genres de levure

-Les Ascomycotina ou «levures vraies » ou « levures ascosporogenes » : il y a formation
d'endospores ou «ascospores » contenues dans un asque, par reproduction sexuee, apres

transformation d' une cellule par méiose (Larpent ,1991) .

-Les Basidiemycotina ou « levures fausses »:Sont parfois classées parmi les Deuteromycota
(Larpent,1991). A l'issue d'une reproduction sexuee, sont formées des exospores ou
«basidiospores » portées par une baside .

-Les Deuteromycota ou «levures imparfaites »ou « levures asporogencs »Sont des espéces
ayant des affinités avec les Ascomyeotina ou les Basidiomycotina, mais chez lesquelles le
stade sexué ( stade parfait) n'est pas connu avant leur mise en culture sur un milieu adéquat

permettant de les classer (Leblonc, 1988;Bourgeois et al ,1996).

V1.Les moisissures
V1.1.Généralitie sur Les moisissures

Les moisissures sont des organismes filamenteux héterotrophes (Nicklinetal, 2000).
Certains vivent en symbiose avec les végétaux, d’autres sont des parasites des végétaux ou
des animaux, d’autres sont des saprophytes, se développant sur des déchets organiques.

Les moisissures sont aérobies, en général, acidophiles (pH compris entre 3 et 7)
((Nicklinetal, 2000) et mésophiles (température optimale 20-30°C)(Botton et al,
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1990).Cependant, certaines espéces sont psychrophiles, se développant a basse température
(T°<15°C ou méme parfois < 0°C, comme Cladosporiumherbarium, Thamnidiumelegans).
Elles ont, en générale, un faible besoin en eau par rapport a d’autres microorganismes (Aw=
0.65) (Boiron, 1996). Elles sont souvent dotées de propriétés lytiques importantes
(cellulolytique, pectinolytique, amylolytique, protéolytique, lipolytique, etc...) qui en font des
agents de dégradation dangereux mais aussi parfois des alliés utiles (affinage des fromages,
production d’enzymes).

La sporulation des moisissures est sous la dépendance des facteurs nutritifs (Barker et
Worgan, 1981 ; Botton et al., 1990) ainsi que des facteurs environnementaux,
essentiellement la lumiére qui influence fortement la croissance de certaines moisissures, soit
par destruction photochimique de constituants du milieu, soit en agissant directement sur le
métabolisme fongique. Ainsi, 1’induction de la synthese des pigments caroténoides sous
I’influence de la lumiére, colore en orange le mycélium de certaines espéces.

D’autres pigments voient également leur production stimulée par la lumicre et colore
diversement les moisissures (Boiron, 1996). Cependant, beaucoup de moisissures n’exigent

pas de lumiére pour sporuler (Botton etal, 1990).
V1.2. Besoins nutritifs et activités biologiques

Les champignons sont des hétérotrophes, ils utilisent des composés organiques comme
source de carbone. La digestion des grosses molécules doit commencer dans le milieu
extérieur car seules les molécules de taille relativement petite peuvent franchir les parois et
gagner le cytoplasme.La panoplie enzymatique des champignons est extrémement riche et
leur permet d’utiliser les substrats les plus complexes plus efficacement que les bactéries, tel
que : la cellulose, la lignine, la kératine, les acides humiques etc... (Davet, 1997). Le glucose,
le fructose, le mannose, le galactose, le maltose, le saccharose, I’amidon et la cellulose
représentent les sucres les plus utilisés par les moisissures comme source de carbone et
d’énergie. Ces hydrates de carbone sont dégradés grace a la glycolyse et le métabolisme
aérobie (Boiron, 1996 ; Nicklinetal., 2000). D’autres composés organiques tels que les
pesticides, les hydrocarbures, la lignine, la pectine et les lipides sont également dégradés par
les moisissures a co6té d’autres substrats organiques bon marché comme les déchets issus de
I’industrie agroalimentaire (lactosérum, mélasses de canne ou de betterave, amidon de mais,
déchets d’agrumes etc).(Nishio et Nagai, 1981 ; Joyeau, 1982 ; Hart et al., 1991).
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V1.3. Cycle de vie
Le cycle de vie des moisissures est illustré par 4 principales étapes (Figure 05) :
germination, développement, reproduction et la dormance/latence.

Germination

- -y

¥ K ‘
(o
e/
spore avec tube
germinatif
spores Elongation et
Sporulation ramificationdes
et filaments
ssémination VO [ 1L

y hyphes ramifiés
mycélium V

Croissance du thalle

Figure 05: Cycle de vie des moisissures (www.aspergillus.man.ac.uk)

V1.4. Classification

Les moisissures ne correspondent pas a un groupe systématique homogéne, mais se situent
en diverses familles de champignons microscopiques. Leur classification est basée sur des
caractéeres morphologiques (structure du mycélium) et le mode de reproduction (Davet,
1996).Les Eumycetes (les vrais champignons) forment un groupe trés vaste incluant les
classes principales des moisissures(Bourgeois, 1989), a savoir les Zygomycétes, les

Ascomycetes, les Basidiomycetes et les Deutéromycétes.

V1.4.1 .Les Zygomycétes

Ces moisissures possédent un thalle mycélien non cloisonné et des organes de reproduction
sexuée (Guiraud, 1998). La famille la plus importante dans cette classe est celle de
Mucorales qui comprennent un grand nombre de moisissures saprophytes mais aussi quelques
especes parasites des champignons, des animaux et des hommes (mucormycoses) etsurtout
des contaminants de nombreux produits alimentaires (Leveau et Bouix, 1993 ; Boiron,1996
).Certaines Mucorales sont parfois utilisées industriellement en raison de leurs activités

enzymatiques (amylase, protéase,...) comme Rhizopuset Mucor (Guiraud, 1998).
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V1.4.2.Les Ascomycetes

Les Ascomycétes sont définis comme des champignons a thalle mycélien cloisonné, dont le
mode de reproduction est sexué avec des spores endogenes (ascospores). Cette classe
regroupe de nombreux parasites des végetaux mais aussi de nombreuses moisissures
(Guiraud, 1998). Elles sont cependant plus particulierement nombreuses dans 1’ordre des
Eurotiales, des Microscales et des Sphaeriales. Dans cette classe, le genre le plus connu est

EndothiaetNeurospora(Bourgeois, 1998).

V1.4.3.Les Basidiomycetes
Elles regroupent seulement certaines moisissures parasites. Elles sont caractérisees par un
thalle a mycélium septé et une reproduction sexuée avec la formation de spores exogenes

(basidiospores), c’est le cas de Agaricus et Coprinus(Botton et al.,1999).

V1.4.4 .Les Deutéromycétes

Egalement appelés champignons imparfaits, les Deutéromycetes sont caractérises par un
mycélium cloisonné et une reproduction végétative réalisée par des spores asexuées ou par
simple fragmentation du mycélium (Boiron, 1996). Ces moisissures constituent la majeure
partie des Hyphales ; elles sont classées en fonction des caractéristiques des organes conidiens
et du mode de groupement des hyphes. Le groupe des Deutéromycetes contient un grand
nombre de contaminants de végétaux et de produits alimentaires : Trichoderma,
Cephalosporium, Fusarium, Geotrichum, cette classe regroupe aussi les Penicillium et les
Aspergillus (Frazier, 1967; Punt et al ,2002).

VI1.5. Les principaux genres fongiques

Les genres les plus importants de point de vue économique et médical sont les Aspergillus,
les Penicillium et les Fusarium qui représentent les contaminants les plus fréquents des
aliments. On les retrouve principalement dans les céréales, mais aussi dans de nombreux

autres produits végétaux et d’origine animale .
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Chapitre 111 :

Matériels et méthodes
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I.1. Cadre et objectif de I’étude

Ce travail a porté sur I’étude de la microflore de quatre échantillons d’un fromage frais
traditionnel el’ Klila (séchée et fraiche) fabriqué au niveau des laiteries traditionnelles de la ville
de Tébessa. Pour but d’étudier la microflore de ce produit traditionnel.
Cette étude a été effectué au niveau de laboratoire de microbiologie de I’Université de Tébessa
durant la période Février a Mai de I’année 2019, dans lequel nous avons réalisé un isolement et
une caractérisation des différentes souches microbiennes comme les bactéries lactique, des
entérobactéries ,les staphylocoques, les levures et moisissures )isolées a partir el’klila (séchée et
fraiche) fabriqué au niveau des laiteries traditionnelles de la ville de Tébessa. Pour but d’étudier
la microflore d’el’klila.
Il. Matériels et méthodes
11.1. Matériels biologique :

L’échantillon étudie : I’klila séchée (2 échantillon), 1’Klila fraiche (2 échantillons) .

11.2. Matériels non biologique

La composition des différents milieux de culture est représentée dans 1I’annexe 2.

Le matériel utilisé dans le cadre de cette étude est cité dans I’annexe 3.
I11.Echantillonnage

I11.1. Provenances des échantillons :

Quatre échantillons de préparations laitiéres traditionnelles ont été préleves dans des régions
différentes de la wilaya de Tébessa. Ces échantillons ont été récupérés dans des sachets ou des

boites de prélevement stériles, et transportés au laboratoire pour étres analysés. Tableau 07

Tableau 07: Caractéristiques des échantillons prélevés.

Numéro Application Date de Matiére de Origine
d’échantillon traditionnelle prélevement production d’échantillon
E1l (KS1) I’klila séchée 03/02/2019

E2 (KS2) (2 échantillon) | 19/02/2019

E3 (KF1) I’Klila fraiche | 06/03/2019 Lait de vache | Tébessa

E4 (KF2) (2 échantillons) | 9/04/2019
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Lait cru

Fermentation spontané
a température ambiante
(24 472 H)

Lait fermenté
caillé

Barattage (30 a 40 min)

Beurre ‘Lben’

Chauffage modéré
(55-75°C)
Pendant (10 a 15

Lactosérum ‘Klila’

r

Egouttage dans un
tissu fin +
Découpage +
Exposition au

Klila’ seche sous forme
de granules

Figure06:Diagramme de fabrication du fromage traditionnel ° el Klila’
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a)El’klila séchée(KS1) b)El’klila séchée(KS2)

d)El’Klila fraiche(KF1) c)El’Klila fraiche(KF2)

Planche 01:Aspects et couleurs des différents échantillons étudiés de ‘Klila’.
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1V. Isolement des bactéries

IV.1. Préparation de la solution mére et des dilutions décimales

Dix grammes de chaque échantillon (Klila) ont été homogénéisés avec 90 ml de 1’eau
péptonée salée (annexe 2). A partir de la solution mere considéree
10°préalablementhomogénéisée a 1’aide d’un vortex, 1 ml de la solution meére est prélevé
aseptiquement a I’aide d’une pipette stérile et introduit dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau
péptonée salée on obtient ainsi la dilution 10™et ainsi de suite jusqu’a 10™*(Guiraud, 2003). Pour
assurer la répartition des bactéries, une agitation pendant 3 a 5 minutes par un vortex a été
réalisée .Pour chaque dilution un volume de 0,1 ml a été étalé en surface sur les milieux
d’isolement (Kacem et Karam, 2006; Cheriguene et al. ,2007).Planche 02

-npwqqm

A)Peser 10g Kklila B) préparation de solution C) préparation des
mere dilutions décimale

-
IA

E) ensemencement F) Incubation dans la
jarre d’anaérobiose et

dans I’étuve.

D) Couler les géloses

Planche 02: Méthode d’isolement des bactéries lactiques a partir de klila.
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IV.2.1. Recherche et isolement des souches lactiques
L’isolement des bactéries lactiques a été réalisé sur le milieu de Man Rogosa et Sharpe
(MRS) contenant le vert de bromocrésol (25mg/L) et M17 solide. L'ensemencement se fait

en surface. Les boites sont incubées pendant 48 heures a 30 °C (Eric, 2011).

IV.2.1.1.Ensemencement

0.1ml des dilutions décimales (107 jusqu’a 10™) sont étales a la surface du milieu par la
technique d’étalement en rateau en utilisant une pipette Pasteur. Chaque dilution a été
ensemencé sur deux milieux géloses MRS et M17, préalablement coulés dans des boites

de Pétri stériles. Ensuite, elles ont été incubées dans une jarre d’anaérobiose a 30°C
pendant 48h a 72 h.
IVV.2.1.2.Etude macroscopique

En se basant sur les aspects morphologiques (taille, couleur, surface, profondeur...)
(Kacem et Karam, 2006 ; Cheriguene et al., 2007).

% Milieu MRS: Présence des colonies vertes, colonies vertes lumineuses, colonies
transparentes a centre vert. L’acidification du milieu qui est due a la production
d’acides par les bactéries lactique ce traduit par le virage du milieu au jaune.

< Milieu M17 : Présence des colonies blanches et colonies écrémeuses et jaunes

blanchatres.

1VV.2.1.3. Etude microscopique

Apres I’examen macroscopique et a I’aide d’une anse de platine, On préleéve de chaque boite
des colonies suspectées bien isolée sur les quelles sera effectuée une coloration de Gram
(technique voir I’annexe 4) pour le bute de différencier les bactéries soit Gram positif ou négatif
et d’apprécier leur morphologie.
Alors, dans notre étude les bactéries examinés se sont des bactéries Gram positif, leur forme soit
des bacilles , des coques , des coccobacille isolé ou en paire ,en chainnette,en amas.
IVV.2.1.4. Purification et conservation des isolats
a) Purification des souches

La purification des souches isolées est réalisée par repiquages successifs alternant sur
milieux sélectifs MRS liquide et solide, et 1‘incubation a 30°C.
(Kacem et Karam, 2006 ; Cheriguene et al.,2007).

La pureté des souches est revélée par des colonies homogenes ayant le méme aspect

extérieur (couleur, taille et forme) (Guiraud, 2004).Ces colonies pures sont retenues pour
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la suite de 1‘étude.
b) Conservation des souches :
+«+ A courte durée : Les souches sont conservées a 4°C dans des géloses en tubes inclinées

avec un repiquage toutes les 4 semaines.

% A longue durée: Les cultures sont conservées en suspension dense et en tube éppendorfs
a -20°C. (Badis et al.,2005).
IV.2.2. Recherche et isolement des entérobactéries
1V.2.2.1.Ensemencement
0.1ml des dilutions décimales (de 10 & 10°® )sont étales a la surface du milieu par la
technique d’étalement en rateau en utilisant une pipette Pasteur. Chaque dilution a été
ensemencée sur milieu gélosé Mac Conkey, préalablement coulés dans des boites
de Pétri steriles. Ensuite, elles ont été incubées a 37°C pendant 24h a 48h.
1VV.2.2.2. Etude macroscopique
Dans chaque boite on prend des colonies de forme caractéristique sur lesquelles sera effectuée
une coloration de Gram, alors sur :
% Milieu Mac Conkey : des colonies rouge (Lac *), ou bien des colonies incolore ou jaune
(Lac )de forme rond (régulier ou irrégulier),de taille grand et moyen ,petite , crémeuse et
laiteuse.

IV.2. 2.3.Etude microscopique

Est un examen direct aprés coloration de Gram. Alors, dans notre étude les bactéries
examingés se sont des bactéries Gram négatif, leur forme soit des bacilles de taille moyen ou

de taille grande, diplobacille, isolé ou en amas.
IV.2.2.4. Purification et conservation des isolats

Nous avons effectué une série d’ensemencement par la méthode des stries sur boites des
cultures déja coulé de milieu Mac Conkey pour bute d’avoir des cultures pures. L’opération est
renouvelée en prenant chaque fois au hasard une colonie isolée. Jusqu’a 1’obtention de colonies
de méme taille, méme forme et méme couleur renseignant sur la pureté des souches (Idouiet
al.,2009), estimée par observation microscopique apres coloration de Gram. La conservation a
court terme des isolats purifiés est réalisée par ensemencement sur gélose inclinée. Apres 24h

d’incubation les tubes sont placé a +4°C, ou ils peuvent &tre conservés pour plusieurs semaines.
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IV.2.3. Recherche et isolement des Staphylocoques
1VV.2.3.1. Isolement

0.1ml des dilutions décimales (de 10 & 10™)sont étales & la surface du milieu par la
technique d’étalement en rateau en utilisant une pipette Pasteur. Chaque dilution a été
ensemencé sur le milieu sélectif (Chapman), préalablement coulés dans des boites
de Pétri stériles. Ensuite, elles ont été incubées a 37°C pendant 24h a 48h .
1VV.2.3.2. Etude macroscopique

Sur le milieu de Chapman, les colonies jaunes entourées d’une zone jaune, mannitol(+)
sont des S. Aureus ,S. saprophyticus... (Delarras , 2007).

Les colonies entourées d’une zone rouge ou pourpre, mannitol(-) sont des S.epidermidis,
S. hominis... (Delarras, 2007).
1V.2.3.3. Examens microscopiques

La coloration de Gram: est effectuée a partir des colonies cultivées sur gélose Chapman
présentant 1’aspect caracteristique du staphylocoque, pour confirmer la présence de cocci en
diplocoques et en grappes de raisin (Chaala, 2013).

Les frottis sont observés au microscope optique avec 1’objectif a immersion (objectifx100).

1VV.2.3.4. Purification et conservation des souches

a.Purification des souches

La purification des souches isolées est realisée par repiquages successifs alternant sur milieu
liquide (bouillon nutritives) et milieu gélosé sélectif Chapman (par la méthode des stries), et

1“incubation a 37°C.
b.Conservation des souches:

Les souches sont conservees dans des tubes de gélose sélectif (Chapman) inclinés a une

température de 4°C.
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IVV.2.4. Recherche et isolement des Pseudomonas
1V.2.4.1. Isolement

0.1ml des dilutions décimales (de 10 & 10™)sont étales & la surface du milieu par la
technique d’étalement en rateau en utilisant une pipette Pasteur. Chaque dilution a été
ensemencé sur le milieu sélectif (cétrimide ou King A), préalablement coulés dans des boites
de Pétri stériles. Ensuite, elles ont été incubées a 30°C pendant 24h a 48h .
1VV.2.4.2. Etude macroscopique :
Possibilité de dissociation des cultures sous trois formes :

colonies (Large) : grandes colonies isolées, bombées a contour irrégulier.
colonies (Small) : petites, mates, bombées a contour régulier.
colonies (Muqueuse) : bombées, opaques, visqueuses.

L'obtention de colonies présentant une pigmentation caractéristique (Production de deux
pigments ): Pyocyanine (Bleu vert) ou Pyoverdine (jaune vert).

1V.2.4.3. Examens microscopiques
C’est un examen direct aprés coloration de Gram :Alors, dans notre étude les bactéries
examinés (Pseudomonas) se sont des bacilles Gram négatif, droits ou Iégérement incurvés. Les

frottis sont observés au microscope optique avec 1’objectif a immersion (objectifx100).

1VV.2.4.4. Purification et conservation des souches

a.Purification des souches

La purification des souches isolées est réalisée par repiquages successifs alternant sur milieu

gélosé sélectif Cétrimide (par la méthode des stries), et 1‘incubation a 30°C.
b.Conservation des souches

Les souches sont conservées dans des tubes de gélose sélectif ( Cétrimide) inclinés a une

température de 4°C .
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IVV.2.5. Recherche et isolement des Levures et Moisissures
1VV.2.5.1. Isolement
0.1ml des dilutions décimales (de 10 & 10™)sont étales & la surface du milieu par la
technique d’étalement en rateau en utilisant une pipette Pasteur. Chaque dilution a été
ensemencé sur le milieu Sabouraud , préalablement coulés dans des boites
de Pétri stériles. Ensuite, elles ont été incubées a 30°C pendant3 jours.
1VV.2.5.2. Etude macroscopique
Sur le milieu de Sabouraud (non sélectifs) :les aspects morphologiques des :
¢ levures :Colonies de 2 mm de diamétre souvent blanches, crémeuses, lisses
et brillantes, certaines levures produisent des pigments.
+«+ Moisissure :large colonies, aux contours diffus, couleur variable(moisissure pouvant
produire propre pigmentation),le centre de la colonie présent normalement une coloration
intense.
1VV.2.5.3. Examens microscopiques
Le matériel biologique (levure ou moisissure) collecté est déposé entre lame et lamelle dans
une goutte de I’eau physiologie ou par coloration au bleu de méthyléne. L’observation
microscopique est effectuée a 1’objectif 10 puis a I’objectif 40. Un examen direct positif permet
d’observer des fragments de filaments ou des spores, s’il s’agit d’une moisissure. Dans le cas des
levures I’examen direct permet d’observer des cellules ovoides de 10-12um de long; formes

filamenteuses ou non.
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V. Identification biochimique et physiologique des bactéries

V.1.ldentification biochimique et physiologique des bactéries lactiques

En plus des caractéres morphologiques, 1’identification est aussi effectuée sur la base de

quelques caractéres biochimiques et physiologique :

V.1.1. Catalase

Chez les bactéries douées d’un métabolisme oxydatif, le systéme respiratoire compte
parmi d’autres enzymes une catalase, celle-ci décompose I’eau oxygénée selon la réaction
suivante :

Catalase

2H,0p — 2H,0+0;,

Ce test a pour but de différencier les bactéries lactiques (catalase-) des autres bactéries
(catalase +). Une colonie est mise en suspension avec une ou deux gouttes de solution de
peroxyde d'hydrogéne (10 volumes) sur une lame propre. La réaction positive se traduit par un
dégagement immédiat de bulles de gaz (O2). Les bactéries Gram positives et catalase négatives
sont présumées des bactéries lactiques(Marchal et al., 1991).

V.1.2. Type fermentaire

Ce test permet de différencier les isolats homolactiques des hétérolactiques aprés une
incubation a 30°C pendant 24 heures jusqu'a 72 heures (Hassaine, 2013).
a)Technique
-prendre des tubes stériles renfermant des cloches de Durham.

- y ajouter 10 ml de bouillon MRS, puis ensemencer avec la souche a étudies.

- homogénéiser en prendre soin de remplir la cloche de bouillon en évitant I’introduction
des bulles d’air.

- incuber a 37°C pendant trois jours.

b) Lecture

La présence du gaz dans la cloche indique un métabolisme, heterofermentaire (Hariri et
al., 2009). Alors que leur absence indique les bactéries homofermentaires.
V.1.3.Culture en différentes températures (4, 15, 30 ,37 et 45°C)

Ce test est important car il permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles des
bactéries lactiques thermophiles, ce test est réalisé en bouillon MRS. La croissance est
appréciée par un trouble du milieu aprées 24 heures a4, 15, 30,37 et 45°C en comparaison

avec un tube témoin non ensemencé (Hassaine, 2013).
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V.1.4. Culture différents concentration de NaCl 3%, 7% et 10%

La culture des isolats est réalisée dans des tubes de bouillon MRS a 3% ,7% et 10% de
NaCl, I‘incubation se fait a 30°C pendant 72 heures (Hassaine, 2013).La croissance de
ces bacteries se manifeste par un trouble du milieu en comparaison avec un tube témoin
non ensemence.

V.1.5.Culture a pH 3,9

La croissance au pH 3.9 a éte testée dans du bouillon MRS ajusté a pH 3.9 (Lucke et
Schillinger, 1987). La croissance est appréciée par un trouble du milieu aprés 24 heures a
30C ° (Hassaine ,2013).

V.1.6. Recherche de I’arginine déhydrolase (ADH)

Cette enzyme libére ’ammoniac a partir de I’arginine. Pour réaliser ce test, chaque
souche est ensemencée dans un microtube de bouillon Méeller avec arginine. Les tubes sont
recouverts avec de I’huile de vaseline stérile. L’incubation est faite a 30°C pendant 24h. Les
souches possédant I’ADH vont acidifier le milieu en fermentant le glucose (virage au jaune).
Cette acidification favorise I’activité de 1’arginine dihydrolase qui va dégrader 1'arginine et
libérer I’ammoniac d’ou virage de la couleur au Rouge/orangé(Gelman et al., 2000).

V.1.7. Test de I’attaque des sucres

Les bactéries lactiques dégradent différemment les sources de carbone. L‘étude de la
fermentation des sucres est réalisée sur le milieu spécifique bouillon MRS (MRS sans
sucre), additionné de vert de bromocresol comme indicateur de pH ( Mannu et al., 2000 ;
Bekhouche et Boulahrouf, 2005 modifi).

Le test de I’attaque des sucres constitue une étape clé pour I’identification des bactéries
lactiques et vue le manque d’API 50 CHL qui permet I’identification par 49 sucres nous
avons essayeé de rassembler le maximum des sucres selon leur disponibilité.

Les sucres que nous avons testés sont: Glucose, mannitol, Sorbitol,
Inositol ,rhamnose,saccharose,melibiose,arabinose,Amygdaline .

Ce test a été réalisé afin de déterminer la capacité des souches a fermenter quelques sucres,
Pour cela, les micro tubes des sucres a été s inoculés aves une suspension bactérienne des
souches a étudier et incubé a 30°C pendant 24h .L’apparition de trouble, et le virage de la
couleur du milieu du vert au jaune indique la fermentation du sucre donc la souche a dégradé le

sucre testé (résultat positif), si non le résultat est négatif.
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V.1.8 Mise en évidence de I'activité inhibitrice des bactéries lactiques
V.1.8.1 Activité antagoniste

Les bactéries lactiques jouent un réle important que se soit dans la bio conservation des
aliments ou dans la biothérapie grace a leur pouvoir d’inhiber les bactéries pathogenes et
altérantes (Dortu et Thonart, 2009 ; EI-Ghaish et al.,2011).
Cette inhibition est conférée soit par la diminution du pH suite a la production d’acides
organiques, ou par la production de différents autres métabolites tels le peroxyde d’hydrogene, le
diacétyl, le dioxyde de carbone, la reutérine et les bactériocines (Albano et al, 2007).

L’activité antibactérienne est déterminée par la mesure des diamétres des zones
d’inhibition. Les diameétres des zones d’inhibition de la croissance ont été mesurés apres
16 h de culture (Duquesne, 2007; Makhloufi, 2011).
Pour la détermination de cette activite inhibitrice, on a réalisé des interactions entre les
souches isolées de produits laitiers et quatre souches de bactéries indicatrices pathogeénes :
Staphylococcus aureus, Staphylocoque (manitol -), Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens.
V.1.8.2 La technique

La méthode utilisée est celle de la diffusion du surnageant de culture a partir des disques

Cette méthode consiste a :

- Les souches productrices de substances inhibitrices sont cultivées dans du milieu MRS
liquide, Aprés incubation, le milieu est centrifugé (13000 tr/min, 5 min) a 4°C

- La souche indicatrice est ensemencée par écouvillonnage a la surface du milieu de

Muller Hinton on boite de Pétri.

- Apres appliquer les disques de papiers Wattman sur la gélose Muller-Hinton en appuyant

légérement a 1’aide d’une pince stérile, chaque disque est rempli par 20 pl du surnageant brut de

la culture lactique a tester.

- les boites sont incubées pendant 24 h a 37°C.

- Les disque entourés d'une zone Claire d'inhibition de la souche test et ayant un diamétre

supérieur a 8 mm sont considérées comme positive.les diametres des zones d’inhibition ont été

mesureés.
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V.2. ldentification biochimique et physiologique des entérobactéries
V.2.1. API 20 E

La galerie API 20E (Appareillage et Procédé D’ ldentification), comporte 20 microtubes
contenant des substrats déshydratés. Les réactions produites pendant la période d’incubation
(24h) se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition des réactifs. La
lecture de ces réactions se fait a 1’aide d’un tableau de lecture. L’identification est obtenue a
I’aide d’un logiciel d’identification.
a) Technique

Les micro tubes sont inoculés aves une suspension bactérienne selon les étapes suivant :
-Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau distillée stérile
dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.

-Sortir la galerie de son emballage.

-Placer la galerie dans la boite d'incubation.
-A l'aide d'une pipette prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé. Utiliser
Préférentiellement des cultures jeunes (18-24 heures).
-Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries dans le
milieu.
-Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a l'aide d’une pipette pasteur
(pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette sur le c6té de la
cupule.
-Pour les tests CIT, VP et GEL, remplir tube et cupule.
-Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non les cupules) .
-Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose en remplissant leur cupule
d'huile de paraffine.
-Refermer la boite d'incubation.
-Incuber a 37°C pendant 24 heures.
b) Lecture de la galerie

Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au Tableau de Lecture Si
03 tests ou plus sont positifs, noter sur la fiche de résultats toutes les réactions spontanées puis
révéler les tests nécessitant l'addition de réactifs :
-Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeéatre indique une réaction
positive a noter sur la fiche de résultats.
- Test IND : ajouter 1 goutte de réactif Kovacs. Une couleur rose diffusant dans toute la cupule

indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.
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- Test VP : ajouter 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2. Attendre au minimum 10 minutes. Une

couleur rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats. Une faible

Matériels et méthodes

coloration rose apparaissant aprés 10 minutes doit étre considérée négative. Tableau 08

Tableau 08 :Tableau de lecture de la galerie miniaturisée API 20E.

. ; Résultats
Tests Substrat Caractere recherché S— _
Négatif Positif
Ortho-nitro-
O]
% phenyl- Beta- galactosidase Incolore Jaune
o Galactosidase
é L-arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orangé
(3) L-lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
8 L-ornithine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/orangé
O
] ) o ) Vert
= Citrate de sodium |  Utilisation du citrate o Bleu-vert/vert
@) pale/jaune
Thiosulfate de , Incolore/grisat | Dépdt noir/fin
2 _ Production d’H,S o
L sodium re liseré
'5.':J Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
-]
T A TDA / immédiat
ryptophane
<Q‘: L-tryptophane ) ] Marron
~ désaminase Jaune )
foncé
James/ 2 mn
% L-tryptophane Production d’indole Anneau
= Jaune
rouge
VP 1+ VP 2/10mn
Pyruvate de Production d’acétoine _
Qo _ Rosé-
> sodium Incolore
rouge
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Diffusion
i Gélatine Gélatinase Non diffusion du
O pigment
noir
3 D-glucose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
)
<Z( D-mannitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
P
% Inositol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
% D-sorbitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
(9p)
I
o4 L-rhamnose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
S: D-saccharose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
)
d D-melibiose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
P
E Amygdaline Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
<
é L-arabinose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
<
NIT1+ NIT2/2-3 mn
D
I % — ) Jaune Rouge
c 8 O o Production de NO, _
= 5 38 | Potassium nitrate o Zinc / 5mn
- oL e Réduction au stade N, :
Rouge/orange Jaune
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V. 3. Identification biochimique et physiologique des Staphylocoques

V.3.1.Catalase

Le catalase est une oxydoréductase intervenant dans le mécanisme de résistance a la
Bactéricide (Chaala, 2013). Ce test permet de différencier les staphylocoques des
streptocoques. A partir d’un isolement, une petite quantité de culture bactérienne est prélevée;
puis placée sur une lame, on fait réagir la colonie dans 1 goutte de peroxyde d’hydrogene
(H202).pour les staphylocoques cette test une réaction positive se traduit par le dégagement de
bulles de gaz (oxygene) .

Les bactéries Gram positives et catalase positives sont présumées des staphylocoques.
(Aouati, 2009 ; Chaala, 2013).

V.3.2.Staphylocoagulase (libre)

La coagulase libre est présente chez S. aureus, mais aussi peut étre produite par S.
intermediusousS. hyicus. Ce test consiste a mettre en évidence la coagulase libérée dans le
milieu extérieur.

La détection de cette coagulase s’effectue en ajoutant dans un tube a hémolyse 0.5 ml
de plasma humain et 0.5 ml d’une culture de staphylocoques de 24 h en bouillon. Le mélange
est placé a I’étuve a 37°C et est incubé pendant 24 heures. Les souches de S. Aureus provoquant
la coagulation du plasma le plus souvent les trois premiéres heures, Un test positif

se traduit par la formation d’un coagulum.(Chaala, 2013).
V.4. ldentification biochimique et physiologique des Pseudomonas

V.4.1.Catalase

Tous catalase positive ,Les Pseudomonas vivent dans les conditions aérobies (métabolisme
oxydatif avec 1’oxygéne comme accepteur final d’électrons) .(Leriche et Fayolle,2004) .
V.4.2.Teste de pigmentation

Les Pseudomonas sont responsables, en transformation laitiere, de la détérioration de produit
a long conservation de lait (fromages),du fait leur métabolisme :production d’enzymes et de
pigments .Les pigment produit sont la pyoverdine dans le cas des Pseudomonas
Fluorescens(couleur jaune fluorescent),la pyocianine (bleu-vert ) dans le cas des Pseudomonas

aeruginosa.( Leriche et Fayolle ,2004).
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a)production de pyocyianine
Pour realiser ce test, chaque souche est ensemencée dans un tube de gélose sélectif (King A)
inclinés a une température de 30 °C pendant 48h .Si la présence de pigmentation bleu foncé ou
vert & bleu dans le tube ,la mise en évidence de la pyocyanine par addition de 1ml de
chloroforme sur le pente du tube .
La coloration en bleu du chloroforme signifie la présence de pyocyanine caractéristique de
Pseudomonas aeruginosa.
b)production de pyoverdine
Pour cette test, chaque souche est ensemencée dans un tube de gélose sélectif (King B)
inclinés a une température de 30 °C pendant 48h. Si la présence de pigmentation jaune vert
fluorescent dans le tube il est indiqué la présence de Pseudomonas Fluorescens .
V1. Antibiogramme des souches isolées
L'antibiogramme est un examen dont le but est de tester la sensibilité des germes retrouves
aux antibiotiques habituels.
V1.1.Technique de I’antibiogramme
Pour realiser ce test, la méthode de I'antibiogramme en milieu solide a été appliquée, dont la
gélose de Muller -Hinton et le milieu utilisé ; un milieu non sélectif. L’épaisseur de la gélose doit
étre 3a4 mm.
> Préparation de I’inoculum bactérien
» Un inoculum est préparé a partir d’une culture pure de 18 heures sur milieu d’isolement.
Quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques sont raclées a 1’aide d’une anse
de platine, déchargée dans Sml d’eau physiologique stérile a 0,9% (Aouati, 2009).La
suspension bactérienne est bien homogénéisée et ajustée jusqu’a atteindre une opacité
équivalente a 0.5 McF. Elle est ajustée en ajoutant, soit de la culture a la suspension
bactérienne, soit de I’eau physiologique stérile (CASFM, 2018).
» L’ensemencement s’effectué par écouvillonnage :
= Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.
= L’essorer en le pressant fermement sur la paroi interne du tube pour le décharger au
maximum.
= Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche de haut en bas, en stries
serrées. (Bocquier, 2013).
=  Répéter ’opération deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois ; sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme.

= Recharger I’écouvillon pour chaque boite de pétri.
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= Laisser la boite sécher pendant 10 minutes. (Chaala, 2013).

» Application des disques d’antibiotiques :

= Appliquer les disques d’antibiotiques sur la gélose Muller-Hinton en appuyant légérement
a I’aide d’une pince stérile.(Bocquier, 2011).

= Une distance minimale de 15 mm doit séparer un disque périphérique du bord de la boite.

= Chaque disque doit étreéloigné au minimum de 30 mm des autres.(Chaala, 2013).

= Apres incubation a 37°C pendant 24h, les diamétres des zones d’inhibition ont été
mesureés.

» Lecture et interprétation

= Les résultats sont exprimés en mm apres lecture des diamétres des zones d’inhibition et
sont interprétés en trois catégories :sensible(S), intermédiaire(l) ou résistante(R) , en se
référant aux normes de la CA-SFM.

» L’interprétation est faite selon les recommandations de (CA-SFM-2018).

V1.2.Antibiotique utilisés

Les antibiotiques testés sont choisis selon les recommandations du comité de 1’antibiogramme
de la société francaise de microbiologie CA-SFM (2018).Tableau 09.

Tableau 09 : Liste des antibiotiques utilisés vis-a-vis Les bactéries lactiques. CA-SFM (2018)

Diamétres
. o : critiques
Famille Antibiotique Sigle Charge (mm)
S> R<
@ Pénicilline Ampicilline AMP 10 pg
a§ o 18 | 18
Q
©
-
Kanamycine
Aminosides K 30 g 15 17
uinolones L
Q Acide pipémidique Pl 20 pg 14 19
Phénicolés Chloramphénicol C 30 ug 18 18
Tétracyclines Tetracyclines TE 30 ug 22 19
Fosfomycine Fosfomycine FO 50 pg 19 19
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TableaulO: Liste des antibiotiques utilisés vis-a-vis les entérobactéries. CA-SFM (2018).

Diametres
Famille Antibiotique Sigle | Charge ‘(:;::T']‘;”es
S>R<
Pénicilline Ampicilline AMP 10
. p Hg 14 | 14
E Amoxicilline-acide AUG
S clavulanique 30 ug 19 19
S
!
= Cephalosporines Ceftazidime CAZ 30 g 22 19
Aminosides Amikacine AK 30 ug 16 13
. Acide nalidixique NA 30 ug 19 14
f Quinolones
5 1ereG
g Acidepipémidique Pl 20 g ND ND
& _
Quinolones otmecs Ofloxacine OFX 5 Mg 24 29
Phénicolés Chloramphénicol C 30 ug 17 17
Sulfamides- Trimethoprime-
trimethoprime Sulfanéthoxazol SXT 25 Hg 14 1

ND :non déterminer
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Tableaull : Liste des antibiotiques utilisés vis-a-vis Les Staphylocoque. CA-SFM (2018).

Diamétres
Famille Antibiotique Sigle Charge ?r';:::)lues
S>R<
Peénicilline Ampicilline AMP 10 pg
18 18
Kanamycine 18 18
(S. aureus)
Kanamycine K 30 g
22 22
(S. non-aureus)
Acide nalidixique NA 30 19 14
Quinolones q Hd
1é|’GG
Acidepipemidique Pl 20 ug 14 19
Ofloxacine
20 20
Quinolones 2°™G (S. aureus) OFX S5 ug
Ofloxacine o o4
(S. non-aureus)
Erythromycine E 15 ug 21 18
Chloramphénicol C 30 pg 18 18
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Tableaul? : Liste des antibiotiques utilisés vis-a-vis Les Pseudomonases. CA-SFM (2018).

Diamétres
. e . critiques
Famille Antibiotique Sigle Charge (mm)
S>R<
Pénicilline Ampicilline AMP 10 pg 14 14
Amoxicilline-acide AUG
clavulanique 30 ug 19 19
Kanamycine K 30 pg 18 15
Acide pipémidique Pl 20 ug ND ND
Ofloxacine OFX S ug 24 99
Chloramphénicol C 30 pg 17 17
Tétracyclines TE 30 ug 22 19

ND :non déterminer
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Reésultat et discutions
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Résultat et discutions

I.1. Isolement des bactéries lactiques

Parmi un totale de 30 souches a Gram + isolées, 19 souches de bactéries lactiques ont été
identifiées a partir el’klila (séchée, fraiche). 5souches ont été isolées a partir el’ klila séchee
1 (KS;), 5souches ont été isolées a partir de klila séchée 2 (KS,) , 3 souches ont été isolées a

partir el” Klila fraiche 1 (KF;) , 6 souches ont éte isolées a partir el’ klila fraiche 2 (KF,) .
1.1.1. Etude macroscopique

Les bactéries lactiques ont été isolées sur deux milieux sélectifs : le milieu MRS additionné
de vert de bromocresole et le milieu M17. L’examen macroscopique des cultures sur
milieux MRS au vert bromocrésol montre la présence de :colonies vert fonce, vert clair,
colonies transparente et transparente centre vert .L’examen macroscopique des cultures sur
milieu M17montre des colonies de formes, circulaires, lisses, bombées réguliéres et
irreguliéres, de couleur blanchatre, crémeuses, transparente, leur taille environ estde 0,1a3

mm de diamétres.Planche 03

Apres incubation, il a été remarqué un virage de 1’indicateur coloré dans le milieu de
culture du vert au jaune. Ce virage est attribué a la production d’une quantité plus ou moins

forte d’acide lactique par les souches en utilisant les sucres fermentescibles. Figure 06 et 07 .
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KF2bl18 Colonie blanche centre vert KS1BL2Colonie vert clair (MRS)
(MRS)

KF2BL14Colonie vert foncé(MRS) K F1 BL12Colonie blanchatre (M17)

KF1BL13Colonie transparent (M17) . KS2bl10Colonie blanchatre(M17) .

Planche 03 : Aspect des colonies des bactéries lactiques apres une mise en culture sur milieux solides
MRS au vert de bromocrésol et M17.
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FigureQ7 : fermentation partielles de 1’acide Figure08 : KS1 fermentation totale de
lactique(KS1) I’acide lactique(KS1)

1.1.2. Etude microscopique

La caractérisation microscopique est basée sur la coloration de Gram. Les bactéries

lactiques peuvent étre sphériques (coque ou cocci), en forme de batonnet (bacille), ou
intermédiaire (coccobacille),(Carr et al., 2002).

Apres la coloration de Gram, on a passé a I’observation microscopique au (Gx100)
avec I’huile a immersion, ou on a observé que les bactéries étaient Gram positives
apparaissant généralement sous formes de coques, bacilles et coccobacille et leur modes
d’associations généralement en chainette, en amas, en double, ou bien isolée. Le tableau 13

présente les résultats de I’examen microscopique des isolats.Planche 04

1.1.3. Test de Catalase

Toutes les souches lactiques isolées sont a catalase négative car I’absence de dégagement
gazeux (O,)(Figure 09) , ce qui nous oriente a déduire que les souches isolées sont des

bactéries lactiques les résultats sont résumés dans le tableaul3 .
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<)

Figure09:Test de catalase

KS1bl 4

Planche 04 : les différentes observation microscopique (x100) apres coloration de Gram
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Tableaul3: résultats de test catalase et I’aspect microscopique et macroscopique des isolats

lactiques.
Souche Origine | Aspect Observation Coloration | Teste de
macroscopique microscopique: de Gram catalase
forme/regroupement
BL1 KS110™ | Petite Colonie Cocci , + Négative
MRS blanche, virage de | Isolée, en double et en
milieu au jaune chainette
BL2 KS110™ | petites colonies, Cocci, isolée, enamas, | + Négative
MRS vert claire en chénette
réguliere, de Imm
de diamétre avec
virage de milieu
au jaune
BL3 KS110™ | Petite colonies, Cocci, isolée, enamas, | + Négative
MRS vert claire en chénette
réguliére, de Imm
de diamétre avec
virage de milieu
au jaune
BL4 KS110" | Petite Colonie Cocobacille, + Négative
MRS vert clair , virage | Isolée, en double et en
de milieu au jaune | chainette
BL5 KS110“ | Petite Colonie bacille, + Négative
MRS blanche centre Isolée, en double et en
vert, virage de chainette
milieu au jaune
BL6 KS2 10" | Petite Colonie Cocci, + Négative
blanche, virage de | Isolée, en double et en
milieu au jaune chainette
BL7 KS2 10" | Grande Colonie Cocobacille, + Négative
MRS blanche, virage de | Isolée, en double et en
milieu au jaune chainette
BLS8 KS2 10 | petites colonies, Cocci, isolée, enamas, | + Négative
MRS vert claire en chénette

réguliere, de Imm
de diamétre avec
virage de milieu
au jaune
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BL9 KS2 10" | petites colonies, Cocci, isolée, en amas, Négative
MRS vert claire en chénette
réguliere, de Imm
de diamétre avec
virage de milieu
au jaune
BL10 KS210™ | Petite Colonie Cocci , isolée ,en amas Négative
M17 blanche, virage de
milieu au jaune
BL11 K F110™" | Petite Colonie Cocci Isolée, en double Négative
M17 transparent et en amas
0,5mm , virage de
milieu au jaune
BL12 K F110* | Grande Colonie | Cocobacille, Négative
M17 blanchatre,3-4mm | Isolée, en double et en
virage de milieu chainette
au jaune
BL13 K F110™* | Petite Colonie bacille, Négative
M17 transparent0,5mm | Isolée, en double et en
virage de milieu | chainette
au jaune
BL14 KF210™" | Petite colonie, bacille, isolée, en Négative
MRS vert foncél mm, | amas, en chénette
avec virage de
milieu au jaune
BL15 KF210™" | petite colonie, cocobacille, isolée, en Négative
MRS vert amas, en chénette
fonce,avacvirage
de milieu au jaune
BL16 KF210“ | petite colonie, Coccobacille, isolée, Négative
MRS vert foncé,avac en amas, en chénette
virage de milieu
au jaune
BL17 KF210° | petite colonie, bacille, isolée, en Négative
MRS vert foncé,avac amas, en chénette
virage de milieu
au jaune
BL18 KF210“ | Colonie blanche | bacille, isolée, en Négative
MRS centre verfoncé , | amas, en chénette
virage de milieu
au jaune
BL19 KF210™ | petite colonie, Cocobacille, isolée, en Négative
MRS vert foncé,avac amas, en chénette

virage de milieu
au jaune
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Une premiére collection del9isolats lactiques a été constituée a partir des échantillons, des
tests préliminaires d’identification sont effectués. Il s’agit d’'une détermination de I’aspect
macroscopique, microscopique et de la recherche de la catalase. Sur la base des résultats
obtenus (bacilles ou cocci ou coccobacilles @ Gram positif et catalase négative). Ils sont
désignés par un code composeé de lettre et de numéro.

L’observation microscopique des19souches apres coloration de Gram a identifié 37%

isolats de forme cocobacille ,42% de forme cocci et 21% de forme bacille. Figurel0 .

H cocci
® bacille

u cocobacille

Figure 10 Représentation graphique de la forme des bactéries lactiques isolées.
1.2.1dentification biochimiques et physiologiques des bactéries lactiques

Les isolats Gram positif, catalases négatifs sont étudiées pour déterminer leur genre et
leurs especes. Les résultats de 1’identification phénotypiques, biochimiques et

physiologiques sont résumés dans le tableau 14.

1.2.1. Type fermentaire

Ce test permet de différencier entre les bactéries lactiques homofermentaires et
hétérofermentaires (production du gaz CO,) (Copolla et al., 1997).

La plus parts des souches (68%) sont hétérofermentaires , ou il y a un dégagement de gaz
qui va poussée la cloche de Durham vers le haut et les autres souches (32%) sont

homofermentaires, qui fermentent le sucre en lactate sans produire du gaz (planche05
Tableau 13).Figure 11.

62



Résultat et discutions

® homofermentaire
® hetérofermentaire

Figure 11 : Représentation graphique de type fermentaire des bactéries lactiques isolées.

1.2.2.Croissance a différentes températures 4°C, 15°C et 45°C

I’emploie de ce teste permet de diviser les souche en trois groupes :groupe des souche
mésophile et le groupe des souche thermophile et psychrophile, la croissance des isolats a
été teste a 4°C, 15°C et 45°C .La croissance est appréeciée par un trouble du milieu apres
I’incubation en comparaison avec un tube témoin non ensemencé (planche 05 et
tableaul3).Parmi les 19 souches isolées, on a 13 souches qui se multiplient a 4°C, ce qui
assure que ces souches sont psychrophiles ceci prouve que ces bactéries s’adaptent bien au
froid dans les conditions utilisees pour la conservation des produits laitieres comme(klila) ,14
des souches qui se multiplient a 15°C. Dans cette étudel3 des souches testé sont signalée
thermophile, elles poussent bien a 45°C apres 24h d’incubation, et on remarque dans cette
étude la majorité des souches lactique poussent a température 30°C et 37°C. Cependant, 72%
des souches poussent a 15 °C, 96% poussent a 37°C et 72% poussent a 45°C.Néanmoins,
42% des souches ont une large gamme de température de croissance, elles Poussent a 15 °C,
30°C, 37 °C, 45°C..

Nos résultats se concordent avec ceux rapportés dans une étude Battah et Bouhamdani
,2017 (le fromage artisanal (Alatig)) .

1.2.3 Croissance en présence de différentes concentrations de Na Cl

Pour des concentrations différentes de Na Cl la pluparts des isolas poussent a 3% et 10%
peuvent croitre a 7%(Planche 05, Tableaul4).par contre dans le fromage artisanal
(Alatig )70% des souches poussent a10% de NaCl,64% des souches poussent a 4% (Battah et
Bouhamdani ,2017).
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1.2.4 Croissance a pH 3,9
Nous avons remarqué gue la majorité des souches testées capable de croitre sur milieu
MRS liquide a pH 3,9(planche05 et Tableaul3) .

1.2.5 Recherche de I’arginine déhydrolase (ADH )

Parmi les 19 souches isolées, on & 13 souches qui ne possédent pas I’ADH (ADH") et 6des
souches qui possédent ’ADH (ADH™),donc on observe que la majorité des isolats n‘ont pas
lacapacité a hydrolyser 1’arginine, car ne possédent pas I’ADH (arginine déhydrolase),
cecisignifié que les bactéries lactiques utilisent le glucose en acidifiant le milieu, et la couleur
de ce dernier va virer vers le jaune, et les autres isolats sont capables d‘utiliser 1‘arginine
et ré-alcalinisent le milieu et sa couleur reviendra mauve. Les résultats sont

résumés dans la figure 12 tableau 13.

ADH"

Figur 12: Résultat du test d’hydrolyse de 1’arginine
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1.2.6 Test de ’attaque des sucres:

Ce test est utilisé pour but d’identifié¢ les isolats au niveau de I’espece, en établissant leur
profil fermentaire, L’apparition de trouble, et le virage de la couleur du milieu du vert au
jaune indique la fermentation du sucre donc la souche a dégradee le sucre testé (résultat
positif), si non le résultat est négatif. Les résultats obtenus sont résumés dans la Figure
13,tableauls.

KF2BL14(Lactobacillus)

KS2BL10(Lactococcus)

Figure 13 :Résultat de I’attaque des sucres.
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Hétérofermentaire

homofermentaires

A.Type fermentaire sur milieu MRS liquide glucosé contenant la cloche de

— ——

Absence de trouble(test-)

e e

Présence de trouble(test )

B.Résultats du test de croissance a 10% de Na CI pour les souches isolées

KSBL1,6,12,13

C.Résultats du test de croissance apH 3,9 pour les isolats

Planche 05 : les différents testent des bactéries lactiques.
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Tableau 14:Résultats des tests biochimiques et physiologique des souches lactiques

Type Croissance Croissance a Croissance
fermentaire a differentes adifférentes
Les testes pH=3,9 températures concentration |ADH | Genre
deNacCl
4° 115° |30° |45° (3 |7 10
Souches
BL1 homofermentaires + + + + + + + + + Lactococcus
BL2 Hétérofermentaire + + |+ |+ |+ [+ [+ |+ - Leuconostoc
BL3 Hétérofermentaire + + [+ |+ |+ |+ |+ |+ |- Leuconostoc
BL4 Hétérofermentaire + + |+ |+ |+ |+ [+ |+ - Lactobacillus
BL5 Hétérofermentaire + + |+ |+ |+ |+ [+ |+ - Lactobacillus
BL6 Hétérofermentaire + + |+ |+ |+ [+ [+ |+t Lactobacillus
BL7 Hétérofermentaire - - + |+ |+ |+ |- - + Lactobacillus
BL8 Hétérofermentaire - + [+ |+ |+ |+ |- + - Streptococcus
BL9 Hétérofermentaire - + |+ |+ + + |- + - Leuconostoc
BL10 Hétérofermentaire + + |+ |+ |+ [+ [+ |+ - Lactococcus
BL11 homofermentaires + - - + - - - - Enterococcus
BL12 homofermentaires - - - + |- + - + Lactobacillus
BL13 homofermentaires - + |- + + - + - Lactobacillus
BL14 Hétérofermentaire + - - + - + |- + |- Lactobacillus
BL15 Hétérofermentaire + + [+ |+ - + |- + - Lactobacillus
BL16 Hétérofermentaire + + |+ |+ |+ |+ [+ [+ |4 Lactobacillus
BL17 Hétérofermentaire + + |+ |+ |+ |+ [+ [+ |4 Lactobacillus
BL18 Hétérofermentaire + - + |+ |- + |+ [+ - Lactobacillus
BL19 homofermentaires + + |- + - - - - Lactobacillus
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enterococcus  |actococcus
streptococcus 6% 11%
5%

leuconostoc
17%

Figurel4: Distribution du pourcentage des souches lactiques.

A partir de 4 échantillon el” klila de wilaya de Tébessa: 61% des souche sont des
caractéristique rapproche du genre lactobacilles ,17% des souche sont des des caractéristique
rapproche du genre Leuconostoc, 11% des souche sont des des caractéristique rapproche du
genre lactoccus et 5% des souche sont des des caractéristique rapproche du genre
Streptococcus et 6%des souche sont rapproche du genre Enterococcus. par contre nos
résultats différente a d’autre échantillon. de laitcru de vache et chévre , le lait de vache single
la présence des8.33%lactoccus,45.83% Enterococcuset45.83% Leuconostoc,mais le lait de
chévre 13.79% lactoccus,62.06 % Enterococcuset 20.68% Leuconostoc et 3.44%
lactobacilles (Belarbi,2011).
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Tableau 15 : Résultats de tests de 1’attaque des sucres

Souche Fermentation des sucres Souche
identifié
GLU MAN | INO |[SOR |RHA |SAC | MEL [AMY | ARA

BL1 + - - - - - - + - Lactococcus
BL2 + - - - - - - - - Leuconostoc
BL3 + - - - - - - - - Leuconostoc
BL4 + - - - - - - + - Lactobacillus
BL5 + + - - + + + + + Lactobacillus
BL6 + + - - + + + + + Lactobacillus
BL7 + - - - + + + - - Lactobacillus
BLS8 + + - - - + + + - Streptococcus
BL9 + - - - + + + - - Leuconostoc
BL10 + + - - - + + + + Lactococcus
BL11 + + - - - + + + - Enterococcus
BL12 + + - - - + + + - Lactobacillus
BL13 + + - - - + + + - Lactobacillus
BL14 + + - + + + + + + Lactobacillus
BL15 + - - - + + + + + Lactobacillus
BL16 + - - - - + + + + Lactobacillus
BL17 + - - - - + + + + Lactobacillus
BL18 + - - - - + + + + Lactobacillus
BL19 + - - - - - - - - Lactobacillus
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1.3. Détermination de la sensibilité des bactéries lactiques vis-a-vis des antibiotiques
Les résultats de ce test sont présentés dans la planche 06 et resumeés dans. La Figure 15
Tableaul6 : Détermination de la sensibilité des bactéries lactiques vis-a-vis des antibiotiques.

ATB Pl TE K C AMP FO
UCHE

KBL1 R S R S R R
KBL2 R S S S R R
KBL3 R S S S R R
KBL4 R S S S R R
KBL5 R S S S R R
KBL6 R R R R R R
KBL7 R R R R R R
KBLS8 R R R S R R
KBL9 R R R R R R
KBL10 R S S S R R
KBL11 R S S S R S
KBL12 R S R S R R
KBL13 S S S S R S
KBL14 S S S S R R
KBL15 S R S R R R
KBL16 R S R R S R
KBL17 R S S R R R
KBL18 R R R R R R
KBL19 R R R R R R

100
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40 - u sensible
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AMP K Pl TE FO C

Figure 15: Représentation graphique de la forme des profils des souche des bactéries

lactiques vis-a-vis des antibiotiques utilisés.
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On note 94,73% des souche sont résistantes a I’ Ampicilline et 47,36% a la Kanamycine ,
36,84 % des souche résistantes Tétracycline ,84,21 %des souche sont résistantes a I’ Acide

pipémidique,89,47 %des souche sont résistantes a la Fosfomycine et 42,1%des souche sont
résistantes a Chloramphénicol .

par contre a I’é¢tude qui faite par ( Wandee et al., 2017) dans le lait , résulte tous les
isolats résistance a la Kanamycine ,94,1% sensible a la I’Ampicilline , 79.4% des souche
sensible a la Chloramphénicol et 58.9% sont sensible a la Tétracycline.
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Planche 6: photos représentant des profiles de quelques souches des bactéries lactiques vis-a-vis des
antibiotiques utilisés antibiotiques.
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1.3 I'activité antagoniste des bactéries lactiques

Pour les teste d’inhibition nous avons utilisé toutes les souche de bactéries lactique contre

quater souche indicatrices qui sont des bactéries sotie pathogeéne soit d’altération el’klila .

Tableaul7 : Résultats du test d’antagonisme par la méthode de la diffusion sur gélose

Souche
Indicatrices Staphylococcus | Staphylococcus Pseudomonas E. coli
aureus mannitole (-)
Bactéries

lactique
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+ :7mm-8mm
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+++ :10mm
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1.3. 1. Activité antagoniste de souches vis-a-vis de Staphylococcus aureus

Parmi les 19 souches sélectionnées pour la recherche des propriétés antagoniste, 6
souche a savoir BL1, BL2, BL13, KBL14 , BL15, BL19 ,présentent un spectre d’activité vis-
a-vis du germe cible testé Staphylococcus aureus . le diameétre de zone d’inhibition varie entre

8 & 9.Et aussi on observée aucune zone inhibition pour les autres souchesPlanche7, figurel6.

-
o

o = N W b~ 0000 N 0 O
]

bl1 bl2 bI3 bl4 bl5 blé bl7 bl8 bl9 bl10bl11bl12bl13bl14 bl15bl16 bl17 bl18 bl19

Figure 16: Diamétre d’inhibition en (mm )des souches lactique vis-a-vis Staphylococus

aureus

Planche7 : Inhibition obtenue par les souches lactiques vis-a-vis Staphylococcus aureus
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1.3. 2.Activité antagoniste de souches vis-a-vis de Staphylococcus mannitol ( -)

Parmi les19souches sélectionnées pour la recherche des propriétés antagoniste, 5
souche a savoir BL1,BL4,BL5,BL6,BL16,présentent un spectre d’activité vis-a-vis du germe
cible testé Staphylococcies mannitol (-) . Le diamétre de zone d’inhibition varie entre 8 a 11.

Et aussi on observée aucune zone inhibition pour les autres souches Figure 17,Planche8.
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Figure 17 : Diamétre d’inhibition en mm des souches lactique vis-a-vis Staphylococcus
manitol -

Planche 8 : Inhibition obtenue par les souches lactiques vis-a-vis Staphylococcus mannitol(-)
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1.3.2.Activité antagoniste de souches vis-a-vis de Pseudomonas

Concernant Pseudomonas les diametres des zones d'inhibition sont importants
pour les souches : BL1, BL2, BL8,BL12, BL16 . le diamétre de zone d’inhibition varie entre

8 a 16mm..Pour les autres souches aucune inhibition n’a été observée Figure 18, Planche 9.
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Figure 18: Diamétre d’inhibition en mm des souches lactique vis-a-vis Pseudomonas

Planche 9: Inhibition obtenue par les souches lactiques vis-a-vis Pseudomonas
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1.3.3.Activité antagoniste de souches vis-a-vis de E. coli

On observe une deux souche BL13, BL16 présente un spectre d’activité vis-a-vis du germe
cible testé Escherichia coli. Le diamétre de zone d'inhibition varie entre 7 @ 8 mm. .Aucune

inhibition n’a été observée pour les autres Figure 19, Planche 10

O R, N WbHMOUIO N OO

Figure 19 :Diametre d’inhibition en mm des souches lactique vis-a-vis E.coli

Planche 10: Inhibition obtenue par les souches lactiques vis-a-vis E.coli
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En général les bactéries lactiques propres el’klila possedent un effet inhibiteur sur les
bactéries indicatrice. Ces résultats indiquent que nos bactéries lactiques sont capables de
synthétiser des substances inhibitrices ayant une activité antibactérienne, car il est montré que
I’activité antagoniste de bactéries lactiques est due a la production des substances
antibactériennes (acide lactique, peroxyde et bactériocine), (Stiles, 1996).donc il ya une
production importante  des molécule bioactive conter Pseudomonas, Staphylocoques
aureus, Staphylocogues mannitol (-) , et moins important pour E. coli. a ’inverse dans le
laitcru de vache et chévre les résulta de I’interaction des bactérie lactique contre souche
pathogéne Staphylocoques aureus , E. coli montre que les 53 souche utilisée avait d’activité
inhibitrice .les différente souche de leuconostoc ,lactobacillus ,lactocoques possédent une

spectre d’activité vis-a-vis des germe cibles testés.
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11.1.1solement et identification des entérobactéries

Parmi un totale de 20 bacilles a Gram négatif™ ,on a identifier 10 souches d’entérobactéries
qui ont été isolé a partir d’elklila (séchée , fraiche ) 3 souches ont été isolées a partir de Kklila
séchée 1 (KS;), 3 souches ont été isolées a partir de klila séchée 2 (KS,) , 2 souches ont été
isolées a partir de Klila fraiche 1 (KF;), 2 souches ont été isolées a partir de klila fraiche 2
(KFy) .

11.1.1.0bservation macroscopique des colonies

L’observation macroscopique permet de décrire 1’aspect des colonies obtenues sur milieu
solide Mac Konkey aprés 48h d’incubation a 37C®, pour les isolats testés, on a observé sur le
milieu de cultures Mac Konkey des petites et des grandes colonies(Tableau 17) de diameétres
de 0,5, 2 et 3 mm arrondie réguliers et irréguliéres incolore se traduit 1’absence de
fermentation du lactose « lac™{Figure20) , et rose bombé ce qui traduit la fermentation du

lactose lac*(Figure21).

Figure 21Petite colonie incolore (KF1ENg ,KF,EN1)
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11.1.2.0bservation microscopique des colonies

La coloration différentielle pour les 10 souches isolées montre la présence des bacilles

isolé, en chénette ,diplobacille(Tableau 18 ),et en amas colorés en rose (planche 11).

KF1ENG6 KS2EN1

planche 11 :Examen microscopique des souches d’entérobactéries.

Les résultats de la caracérisation phénotypiques sont représentés dans le Tableaul8
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Tableau 18: résultats de test catalase et I’aspect micro et macroscopique des isolats des

entérobactéries.

Souche | Origine | Aspect Observation Coloration Teste de
macroscopique Microscopique de Gram catalase
forme/regroupement
KS; 10" | petites colonies
EN1 Mac forme rond,rose , et | Bacille,Isolée, enamas | - +
konkey | crémusede0 ,5a1
mm de diamétre
KS,10™" | grand colonies, - +
EN2 Mac rose, crémeuse, de | Bacille,lsolée,
konkey | 1a3 mmde diplobacille, en amas
diameétre
KS, 10“ | grand colonies, - +
EN3 Mac rose, crémeuse, de | Bacille,lsolée,
konkey | 1a3 mmde diplobacille, en amas
diametre
KS,10™ | petites colonies, - +
EN4 Mac incolore, de 1 mm | Bacille,lIsolée,
konky de diamétre diplobacille, en amas
KF, 10" | Grande colonies, - +
EN5 Mac incolore , de 2 mm | Bacille,,diplobacille, en
konky de diametre amas
KF.10® | Grande colonies, - +
ENG6 Mac incolore isolée Bacille,Isolée
konky de 2 mm de
diametre
KF, 10° | petites colonies, - +
EN7 Mac incolore , de Bacille,lsolée,
konky 0.5mm de diamétre | diplobacille, en amas
Grande colonies, - +
KF, 10" | incolore isolée
ENS8 Mac de 2 mm de Bacille,lIsolée,
konky diametre avec diplobacille, en amas
virage de milieu
K F,10™ | petites Bacille,Isolée, - +
EN9 Mac colonies,incolore , | diplobacille, en amas
konky de 0.5 mm de
diametre
petites colonies - +
EN10 KF,10* | incolore , de Imm
Mac de diametre Bacille,Isolée,
konky diameétre diplobacille, en amas
EN11 KF ,10° | petites colonies, Bacille,Isolée, - +
Mac incolore, de 1 mm | diplobacille, en amas
konky de diamétre
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11.2.1dentification spécifique des entérobactéries
11.2.1.1 Résultats des tests d’identification par la galerie APl 20 E :

Dans notre étude, I’analyse microbiologique qui a porté sur 4 échantillons de Klila sechée
et frais nous a permis d' isolé et purifié des isolats suspectes, par la suite nous avons réalisé
une identification en utilisant le systéme miniaturisé pour chacun isolats . Les résultats
d'identification par le systeme Api 20 E sont représentées dans le tableau 18 et figure 20

planche 12 sont suivant :
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Tableau 19 : Résultats de la manipulation avec I’ APIE 20

Testes
L’espése

Soush | ©

ENO1 | + + - + + - - + - + - - + - + + + + + + Enterobactercloacae
ENO02 | + + - + + - - + - + - + + - + + + + + + Enterobactercloacae
ENO3 | + + - + + - - + - + - + + - + + + + + + Enterobactercloacae
ENO4 | + + - + + - - + - + - - + - + + + + + + Enterobactercloacae
ENO5 | + + + - + - + + - + + + - - - - - - - - Flavimonashoryzibitans
ENO6 | + + + + + - - - - + - + + - + + + + + + | Enterobactercloacae
ENO7 | + + + + + - - - - + + + + - + + + - + + Enterobactercloacae
ENO8 | + + - + + - - + - + - - + - + + + + + + | Enterobactercloacae
ENO9 | + + - + + - - + - + - - + - + + + + + + Enterobactercloacae
EN10 |- + - + - - + - - + - + + - - - - - - - Hafiniaalveil
ENIL |- + - - - - - + - + - + - - - - + + - + Vibriofluvialis
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Entérobactér cloacae (EN2)

Hafinia alvei (EN10)

e ————ER

~

~ I anaap

Entérobactér cloacae( EN8)

Planche 12 : Illustration de I'identification par galerie API 20 E des espéces d’entérobactéries
isolées .

Les résultats d’identification montre que 09 souches d’entérobactéries ont été identifiées,
parmi un total de 11 bacilles a Gram négatif, avec une fréquence d’isolement de 82%
(9/10).L’analyse des espéces identifiées par rapport a I’ensemble des souches
d’entérobactéries isolées, a montré une prédominance d’Enterobacter cloacae avec 8souches
s0it73%, suivie de Hafiniaalveil souches soit (9 %), nous avons trouvé une souche de

flavimonas oryzihabitans (9%)et aussi trouvé une souche de Vibrio fluvialis(9 %) .
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La figure présente la répartition de lI'ensemble des entérobactéries isolé. Toutefois nous
avons constaté que l'espece bactériennes les frequemment isolées étaient :
Enterobacter cloacae(73%), Hafinia alvei 1 (9 % (Tableau 20 Figure 22).

Tableau20 : Fréquence de souches isolées .

Souches Effectif Fréquence %
Enterobactercloacae 8 73%
Hafiniaalveil 1 9%
Flavimonasoryzihabitans 1 9%
Vibriofluvialis 1 9%

Total 11 100%

Les souches isolées

m Enterobacter cloacae  m Hafinia alvei 1

73%

9%

Enterobacter Hafinia alvei 1
cloacae

Figure 22: Répartition de I'ensemble des souches des entérobactéries isolées.

Nos résulta montre qu’il y’a une prédominance d’Enterobacter clocae 73% et Hafinia
alvei 9% a I’inverse d’autre produit alimentaire (la viande) qui ceux rapportés dans
unemémoire (Benhadj, 2009) les résultats montre que [’Enterobactercloacae5 ,26% et
Hafinia alvei 26 ,31% .
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11.3.IL’antibiogramme

L'antibiogramme a été réalisé par la méthode de diffusion des disques sur gélose
Muller Hinton et interprété aprés la mesure des diamétres d'inhibition selon
les Recommandations du Comité d'Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
CA-SFM (2018) .

L’interprétation de test de 1’antibiogramme a été faite par la méthode de détermination de
la sensibilité d’une souche de bactérie vis-a-vis de divers antibiotiques ,L’interprétation des
résultats est simple ce qui explique son intérét :

-Une souche est dite sensible a un antibiotique si sa croissance peut étre réduite par un
traitement a base de cet antibiotique

- Une souche est dite intermédiaire a un antibiotique si elle n’est pas atteinte par un
traitement standard ; mais si une augmentation de la dose d’antibiotique permet de détruire
ce germe.

-Une souche est dite résistante a un antibiotique si elle ne peut étre atteinte par ce
traitement méme en augmentant les doses d’antibiotique.

- Les résultats de 1’antibiogramme, sont reportés dans le tableau21, figure 23,planche 13.

Tableau 21: Détermination de la sensibilité des entérobactéries vis-a-vis des antibiotique .

ATB AK NA | OFX | SXT | CAZ C AM Pl AUG
ouche

EN1 R S S S R S R ND R
EN2 R S S S R S R ND R
EN3 R S I S R S R ND R
EN4 R S R S R S R ND R
ENG6 S S | S R R R ND R
EN7 S S S S R R R ND R
ENS8 S S S S R R R ND R
EN9 R | S S R S R ND R
EN10 S S R S R S R ND R
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Figure 23:Profil de sensibilité des souches testé des enterobactéries aux antibiotiques
Selon les résultats présenté dans le profil de sensibilité des souches testé des entérobactéries
aux antibiotiques , on peut dire que la sensibilité aux antibiotiques dessouches isolées est
comme suivant :

- Trimethoprime- Sulfanéthoxazol ,Chloramphénicol et Ofloxacine et Amikacine sont les
antibiotique pour lesquelles les bactéries testée sont sensible avec pourcentage de 100% -
62% - 55% - 42%

- Et Ceftazidime ,Amoxicilline-acide clavulanique et Ampicilline et Acide nalidixique ,
Chloramphénicol , Amikacine , Ofloxacine , sont les Antibiotiques pour lesquelles les

bactéries testée sont résistantes avec pourcentage de 100% - 83% - 56% - 20%
Les antibiotiques les plus actifs sur nos souches étaient :

- Trimethoprime- Sulfanéthoxazol , et Ofloxacine.

Les antibiotiques les moins actifs sur nos souches étaient :

-Ceftazidime, et Ampicilline .Amoxicilline-acide clavulanique , Acide nalidixique

Nos résultats se concordent avec ceux rapportés dans une étude iranienne Jalalpoor,
(2011) ou les taux de sensibilité ont été élevés aux ,Chloramphénicol, Ofloxacine Amikacine

et surtout le Trimethoprime- Sulfanéthoxazol qui était actif a 100 %.
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Planche 13 : Photos représentant des profils de quelque souches d’entérobactéries vis-a-vis
des antibiotiques différents .
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I11.1.1solement et identification des Staphylocoque

Parmi un totale de 20 cocci a Gram positif on a identifié ,11 souches de Staphylococcus
sont été isolé a partir I’klila (séchée, fraiche).3 souches ont été isolées a partir de klila séchéel

(KS;1) ,3 souches ont été isolées a partir de Klila séchée 2 (KS;) , 2 souches ont été isolées a

partir de klila fraiche 1 (KFy) ,3 souches ont été isolées a partir de klila fraiche 2 (KF,) .

I11.1.10bservation macroscopique des colonies

Observation macroscopique , permet de décrire ’aspect des colonies obtenues sur milieu
solide chapman apres 48h d’incubation a 37C° ,pour les isolats testés, on a observé sur le

milieu de cultures (Chapman) la présence de colonies jaunes entourées d’une zone jaunatre
dans le cas ou le mannitol est fermenté (mannitol+ )(Figure 24), et la présence de colonies de
couleur blanchéatre ,entourées d’une zone rouge ou pourpre dans le cas ou le mannitol n’est pas
fermenté,(mannitol” (Figure 25). Ces colonies sont arrondies & bords réguliers de 1 & 3 mm de

diametre (Tableau 26) .

Figure 24: Colonie de S. aureus sur milieu Chapman (KS;ST;).

Figeur 25: Colonie de S. Epidermidis sur milieu Chapman (K F{STyg).
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111.1.2.0bservation microscopique des colonies

La coloration différentielle pour les 11 souches isolées met en évidence des cocci

sphériques, en grappe de raisin, en amas, en chénette colorés en violet .Planche 14

KF,STg

KS;:ST,

KF, ST

Planchel4 :Examen microscopique des souches de staphylocoque.

111.1.3.Test catalase

pour les staphylocoques cette test une réaction positive se traduit par le dégagement de

bulles de gaz (oxygéne). Figure 26, Tableau 22.

Figure 26: Production de catalase par les cocci a Gram positif isolés.
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Tableau 22 : résultats de test catalase et I’aspect microscopique et macroscopique des isolats

des staphylocoques.

Souche | Origine | Aspect Observation Coloration Teste de
macroscopique Microscopique de Gram catalase
forme/regroupement
ST1 KS,10™ Grande Cocci, isolée, en + +

Chapman | colonie,écrumuse | chénette
réguliére, de
3mm de diamétre
avec virage de

milieu

ST2 KS;10 * Petite colonie, Cocci , isolée ,enamas | + +
Chapman | ,blanchétre
réguliére, de

1mm de diameétre

ST3 KS:10™ Petite colonie, | Cocci, isolée, enamas, |+ +
Chapman | ,blanchétre en chénette
irréguliere, de

1mm de diamétre

ST4 KS,10* Petite colonie, Cocci, isolée, enamas, | + +
Chapman | ,blanchétres diplocoque
réguliére, de

1mm de diameétre

ST5 KS,107 Grand colonie, Cocci, isolée, enamas, | + +
Chapman | doré en chénette
, réguliére, de

4mm de diamétre

ST6 KS,10™ Grand colonie, Cocci, isolée, enamas, | + +
Chapman | blanchatre en chénette
, réguliere, de

3mm de diamétre
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ST7 KF110" | Grande et petite | Cocci, + +
Chapman | colonie, endiplocoque ,en amas

blanchéatre de

330.5 mm de
diameétre
ST8 KF.10™ Grande et petite Cocci, isolée, en + +
Chapman | colonie, chénette,diplocoque

blanchéatre de

330.5 mm de
diameétre
ST9 KF, 10" | Grand colonie, Cocci, isolée, enamas, |+ +
Chapman | blanchétre en chénette
,réguliére, de

3mm de diamétre

ST10 KF,107 Petite colonie, Cocci, isolée, enamas, | + +
Chapman | ,blanchétres en chénette
réguliére, de

1mm de diamétre,

avec virage de

colure
ST11 KF,10™ Grand colonie, Cocci, isolée, enamas, | + +
Chapman | blanchatre en chénette
réguliére, de

3mm de diamétre
avec virage de

colure
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111.2.1.Test de coagulase libre
Les cocci a Gram positif, catalase positive, testés pour la production d’une coagulase,
présentent un phénotype variable (Figure 27).
> 7 souches a coagulase positive et mannitol positive: S. Aureus.
> 4 souches a coagulase négative : autres espéces de staphylocoques.

Les résultats de la pre-identification sont illustrés dans le tableau23.

coagulase négative ST8 Coagulase positive ST1 4,5

Figure 27 : Résultat du test de coagulase libre

Tableau 23: Résultats de pré-identification par les techniques microbiologiques standards

Souche ST, | ST, | STs | ST, | STs | STe | STy STg | STy | STy |STu
Dégradation | + + + + + + - - - + -
le mannitol

production + + + + + + + - - + -
d’une

coagulase

Les résultats

Shalne 'S
Snaldne 'S
Snaldne 'S
snaldne 'S
LI3J19|Y9s'S
Shaldne '§

de la pré-

snaJne 'g
snane 'g
snIpawJaUI
LI3HI3IYIS'S

identification

FEVEITOLES

Le teste de la coagulase de souches STg,SToest négatif (-) qui indique I’absence de

I’enzyme coagulase libre, ¢’est une enzyme capable de faire coaguler le plasma sanguin. La
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mise en évidence d'une activité coagulase libre chez une souche de Staphylococcus est un des

criteres d'identification de Staphylococcus aureus en médecine humaine (Camille,2014).

111.2.2.Repartition des especes selon leur nature

L’identification des 11souches de Staphylocoques a donné :

7 Staphylococcus aureus (SCP)4 Staphylocoques a coagulase négative (SCN),Figure 28

mSCP
mSCN

Figure 28: Répartition des especes isolées étudiées selon leur nature .

On remarque la présence les germes des staphylocoques dans tout les échantillons du
klila(séchée, fraiche) a analysé, On notée 64% des souches Staphylococcus aureus (SCP)
et 36% des souches staphylocoques a coagulase négative (SCN) .Par contre, a été enregistrée
une absence totale des staphylocoques durant toute la période du contrdle des trois fromages
par Hadef (2012) dans la fabrication d’un fromage frais et méme résultat pour 1’klila au
Maroc par Rhiat et al,(2013) ;Mennane et al, (2007).

La présence des staphylocoques dans le produit alimentaire est tres dangereux de point de
vue sanitaire car en bactériologie alimentaire, cette espéce capable de produire des
entérotoxines. En effet I’ingestion d’entérotoxine présentes dans les aliments provoque un
syndrome gastro-intestinal ou toxi-infection alimentaire a staphylocoque(Bezzalla et
Gouttaya, 2013).

La norme concernant Staphylococcus aureus est I’absence totale du germe dans le lait cru

destiné a la fabrication du fromage frais.(Bezzalla et Gouttaya, 2013).
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I11.3.Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

L’antibiogramme)

L’antibiogramme permet de déterminer la sensibilité ou la résistance des souches a étudiée

a certains antibiotiques en utilisant la méthode de diffusion en milieu solide.

Les résultats de I’antibiogramme des 11lisolats des staphylocoques sont reportés sur le
tableau24, Figure 29.

Tableau 24 : Résultat de I’antibiogramme des souches des staphylocoques.
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Pourcentage
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Figure (29) : Représentation graphique des profils des souches staphylocoques vis-a-vis
des antibiotiques utilisées.

On note 100% des souches sont résistantes a 1> Ampicilline et I’acide nalidixique ,aussi
63,63% sont résistantes a la Acide pipémidique ,et 18,18 %des souches sont résistantes a la

Kanamycine et Erythromycine, 10% sont résistantes a la Chloramphénicole .
Encore 18 ,18% es souches présentent un profil intermédiaire pour 1’erythromycine.

Par ailleur 100% des souches sont sensibles pour Ofloxacine , alors que 90% des souches
sont sensibles pour Chloramphénicole ,et 81,81%des souches sont sensibles a la
Kanamycine ,aussi 63,63%des souches sont sensibles a la rythromycine, et 36,36% des

souches sont sensibles a la Acide pipemidique.
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1V. Isolement et identification des Pseudomonas

Parmi un total de 17 bacilles a Gram négatif , les 10 souches de Pseudomona sont été
identifiées et isolé a partir I’klila (séchée,fraiche).3 souches ont été isolées a partir de klila

séchéel(KS;) ,3 souches ont été isolées a partir de klila séchée 2 (KS,) , 3 souches ont été
isolées a partir de Klila fraiche 1 (KFy) ,1 souches ont été isolées a partir de klila fraiche 2

(KFy) .
IVV.1.0bservation macroscopique des colonies

Observation macroscopique permet de décrire 1’aspect des colonies obtenues sur milieu
sélectifs (King A et cétrimide), aprés 48h d’incubation a 30 C° ,pour les isolats testés, on a
observe sur le milieu de cultures des colonies de quelques millimetres de diameétre
(0,5 a 3mm),plates ou opaques, bombées a contour régulier.

En 2 a 4 jours, on assiste souvent a un bleuissement ou verdissement des milieux de

culture d0 aux pigments diffusibles élaborés par la bactérie Planchel5, Tableau 25.

KS;PS,(King A) KS,PS,(King A) KF,PS; (cétrimide)

Planche 15 :Observation macroscopique des souches de Pseudomonas sur milieu sélectifs
(King A et cétrimide)
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La coloration différentielle pour les 11 souches isolées mettre en évidence des bacilles

Isolé, en chénettes , diplobacilles, en amas colorés en rose planchel6,Tableau25 .
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planche 16 :Examen microscopique des souches de Pseudomonas.
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Tableau 25 : résultats de test catalase et I’aspect microscopique et macroscopique des
isolats des Pseudomonas.

Souche | Origine | Aspect Observation Coloration | Teste de
macroscopique microscopique: de Gram catalase
forme/regroupement
PS1 KS; 10" | petites colonies, Bacille,Isolée, diplobacille et | - +
King A | incolore de 0.5mm | en chaine
de diamétre
PS2 KS,107 | petites colonies, Bacille,Isolée, en amas, - +
King A | incolorede 1 mm
de diamétre
PS3 KS; 10* | petites colonies, - +
King A | incolorede 1 mm | Bacille,lsolée, en amas,
de diamétre
PS4 KS, 10" | petites colonies, Bacille,Isolée, en amas, - +
Gélose jaunatre de 0.5mm
cétrimide | de diamétre
PS5 KS, 10% | petites colonies, Bacille,Isolée, en amas, - +
Gélose jaunatre de 0.5mm
cétrimide | de diamétre
PS6 KS, 10™ | petites colonies, Bacille,Isolée, en amas, - +
King A | incolore de 0.5mm
de diamétre
pPS7 KF; 10" | petites colonies, Bacille,Isolée, diplobacille et | - +
Gélose jaunatre de 0.5mm | en chaine
cétrimide | de diamétre
PS8 KF,10° | petites colonies, de | Bacille,Isolée, en amas - +
0.5mm de diamétre | et en chaine
Gélose jaunatre
cétrimide
PS9 KF110™ | Grande colonies, Bacille,Isolée, en amas - +
King A | jaunatre de 2mm et en chaine
de diametre
PS10 KF, 10" | Grande colonies, Bacille,Isolée, en amas - +
King A | jaundtre 3mmde | eten chaine

diamétre
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IV.3.Teste de pigementation

IVV.3.1.production de pyocianine
On observe des colonies blanches apparait sur milieu King A, et I’absence de
Pigmentation bleu foncé ou vert & bleu dans le tube il traduire I’absence de production de

pyocianine. Et aussi indique I’absence de Pseudomonas aeroginosa.(Figure 30) .

a) I’absence de production
de pyocianine

Figure 30 : Résultat de production de pyocianine sur milieu King A

1VV.3.2.Production de pyoverdine

On observe la présence de pigmentation jaune vert fluorescent sur le milieu King B dans
les tubes PS7 , PS8 ,PS9 .la présence de cette pigmentation est indique la production de
pyoverdine et la présence de Pseudomonas fluorescentsdans les tubes présentant les codes
des souches suivantes ; PS7 , PS8 et PS9.

Aussi, on observe 1’apparition des colonies blanches, et 1’absence de pigmentation jaune
vert sur le milieu King B dans les tubes des souches présetant les codes suivant ;
PS1,PS2,PS3,PS4,PS5,PS6et PS10 , I’absence de pigmentation se traduit par la non

production de pyocianine.(Figure 31)
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b) L’absence de
production de
pyoverdine

a)La présence de
production de
pyoverdine

Figure31: Résultat de production de pyoverdine sur milieu King B
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IV.4.Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

Les résultats de I’antibiogramme des 10 isolats des Pseudomonas sont reportés sur le

tableau26 , Figure 32, planche 17.
Tableau 26 : Résultat de I’antibiogramme des souches des Pseudomonas .

102



Résultat et discutions
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Figure 32 : Représentation graphique des profils des souches des Pseudomonas vis-a-
vis des antibiotiques utilisées.

On note 100% des souches sont résistantes a I’Ampicilline, 72,72% sont résistantes a la
Amoxicilline-acide clavulanique, et 27,27%des souches sont résistantes a 1’Ofloxacine et

9,09%sont résistantes a le Chloramphénicole et la Tétracyclines.
Encore 45 ,45% es souches présentent un profil intermédiaire pour la Tétracyclines.

Par ailleurs 100% des souches sont sensibles pour Ofloxacine ,alors que 90% des souches
sont sensibles pour Chloramphénicole ,et 81,81% des souches sont sensibles a la
Kanamycine ,aussi 63,63%des souches sont sensibles a la Erythromycine, et 36,36%des

souches sont sensibles a la Acide pipémidique.

103



Résultat et discutions

Planche 17: Photos représente des profils d’antibiogramme différents
(Résistance et Sensibilité) .
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V. Isolement et identification des levures et moisissures

L’isolement de la flore fongique (levures et moisissures) a été effectué sur le milieu gélosé
(milieu Sabouraud) apres incubation de 03 a 05 jours a 30°C. On remarque la présence totale
de levure dans tous les échantillons qui a été analysée par contre on note la présence des
moisissures seulement dans la premiere échantillon KS1.(Planchel8) Les levures sont des
micro-organismes largement utilisés aux procédés de production de produits laitiers
notamment les fromages et pour la production de certains laits fermentés (Candida kéfir,
Torulopsis kéfir) (Leksir, 2012).

Les moisissures sont utilisées également pour la production d’une large gamme de
fromages (fromages a pates molles a crodte fleurie, fromages a pates molles a cro(te lavée, a
pates persillées, fromages a pates pressées). Les espéces les plus couramment utilisés sont
Penicillium camemberti, Penicillium roqueforti (Leksir, 2012).

Elles se développent en surface, ou dans les parties internes aérées. Elles sont productrices

de lipases et de protéases, dont on rencontre le Penicilliumet le Geotrichum

Les levures ne posent aucun probléme d’aspect sanitaire dans I’alimentation, a 1’exception
de Candida albicans et Cryptococcus neoformans; mais peuvent produire, par leurs
développement dans les produits finis des altérations marchande par formation de trouble,
d’odeurs ou de golt annexes anormaux et par la formation du CO,. Par contre pour les
moisissures en retrouve des agents pathogénes qui sont pour la plupart toxinogenes; c’est a
dire qu’elles produisent une toxine dans le produit alimentaire, c’est pour cette raison qu’il
faut jeter tout aliment moisisse car la toxine diffusée dans 1’aliment sera source de danger

pour la santé (Saoudi, 2012).
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Observation macroscopique des

colonies

Résultat et discutions

Observation microscopique des colonies

Objectif 40

a) Colonie forme
rond,couleurblanch,leconteur régulier.

a) Présence de forme
pseudomycélium(chaine ramifiées),forme
ovoide

b) Colonie pigemanté,formerond,couleur
orangé,le conteur régullie.

C)d’observation des colonies aériennes, La
couleur est blanche a centre vert
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C) d’observation des fragments de
filaments non septés .
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Conclusion générale et perspectives

Pour prolonger la durée de conservation du lait il est transformé a un autres produits

fermentées comme le produit laitier traditionnelle el klila

Notre travail est réalisé dans la période de Février — mai de I’année 2019 avait pour
objectif d’¢tudier la recherche de la microflore d’el klila, fabriqué au niveau des laiteries
traditionnelles de différents régions de la willaya de Tébessa. Dans cette étude plusieurs
souches d’entérobactéries, des staphylocoques , des Pseudomonas et des bactéries lactiques
ont été identifiees au laboratoire de microbiologie sur la base des tests d’identifications
morphologiques, physiologiques et biochimiques. Les résultats révelent une certaines

diversités.

Pour les espéces d’entérobactéries identifiées. Les espéces les plus prédominantes
Enterobacter cloacae suivie de Hafinia alvei plus la présence des souches des Pseudomonas
pour les Staphylocoques les especes plus prédominantes Staphylococcus aureus, et
Staphylococcus a coagulasse négative , Pour les bactéries lactiques les espéces
prédominantes ce sont les Lactobacilles et les Leuconostoc et la présence aussi des levures et
moisissures.

Dans notre étude nous avons essayée aussi de determiner le profil de la sensibilité et la
résistance de nos souches collectées et identifiées vis-a-vis des différents antibiotiques par la
méthode de diffusion des disques en milieu gélose, selon les normes du CA-SFM. Les
résultats obtenus nous ont permit de constater que :

- pour certains antibiotiques, la majorité des souches bactériennes testées est soit entiérement
résistante, soit entierement sensible
- il a été également observé que des souches appartenant a des genres et des especes
différentes ,présentent des profils semblables ou distincts dans le méme échantillon ou dans
des échantillons différents .

Notre étude s’est ensuite développée autour de ces souches isolées, en examinant
certains caractéristiques d‘intérét technologique afin d‘évaluer leurs potentiels pour un
éventuel usage industriel. La méthode utilisée est celle de la diffusion du surnageant de

culture a partir des disques, on a réalisé des interactions entre les souches isolées et d’autres
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souches indicatrices pathogenes (Staphylococcus aureus Staphylocoques mannitol
Escherichia coli, ,Pseudomonas fluorescents ) .

Les travaux réalisés sur I’antagonisme bactérien, sur les isolats sélectionnés, ont montré
des inhibitions a différents niveaux vis-a-vis des souches indicatrices testées. La
caractérisation de 1’agent inhibiteur a permis de déterminer que 1’activité antibactérienne des
souches est due a la présence des substances antibactériennes (peroxyde d’hydrogene, acides
organiques ou d’autres substances protéique comme le bactériocine).

Enfin, que ce soit " el klila" et d’autres produits, leur contamination peut étre
engendrée par les microorganismes nuisibles a différents stades de fabrication. Mais,
malgré les mauvaises conditions d’hygiéne du fromage artisanal "el Klila" traduit par un
niveau élevé de contamination par les flores contaminantes et les germes de détérioration, ce
produit reste exempt de germes a potentiel pathogéne redoutable ,el Klila peut se classer
parmi les produits a risque moyen pour la consommation. Pourtant, il reste néanmoins
inévitable de donner I’importance a 1’établissement des normes et la réalisation d’un
guide de bonnes pratiques d’hygiéne pour la fabrication de tels produits, comme les

beurres, les ferments et les fromages.
En perspective nous envisageons de poursuivre ce travail sur
-Mener une étude prospective sur une large gamme d’échantillons.

- Etude de cinétique de nos souches pour qu’elles puissent étre utilisés en industrie-
alimentaire.

- Identification génétique pour compléter I’identification biochimique et physiologique.
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Annexe01

Tableau 01: Caractéristiques physico-chimiques du lait de vache (Bouraoui, 2014).

Caractéristiques chimiques Valeurs
PH 6,6-6,8
Densité 1,028-1,030
Acidité (°D) 14- 18
Température de congélation C -0,53
Caractéristiques physiques (g / 100g)
Teneur en eau 87,3
Extrait sec total 12,7
Taux de matiere grasse 3,9
Extrait sec dégraissé 4,2
Teneur en matiéere azote 3,4
Teneur en caséine 2,8
Teneur en albumine 0,5
Teneur en lactose 4,9
Teneur en cendre 0,90

Tableau 02 : les principaux genres des bactéries lactiques (Matamoros, 2008).

Genre Forme de la Type de Espéce type
cellule fermentation
Aerococcus Coques Homofermentaire Ac. Viridans
Carnobacterium Bacilles Hétérofermentaire Cb. Divergens
Enterococcus Coques Homofermentaire Ec. Faecalis
Lactobacillus Bacilles Homo ou Lb. delbrueckii
hétérofermentaire

Lactococcus Coques Homofermentaire Lc. Lactis
Leuconostoc Coques Hétérofermentaire = Ln. Mesenteroides
Oenococcus Coques Hétérofermentaire Oe. Oeni
Pediococcus Coques Homofermentaire Pc. Damnosus
Streptococcus Coques Homofermentaire Sc. Salivarius
Tetragenococcus Coques Homofermentaire Tc. Halophilus
Vagococcus Coques ovoides Homofermentaire Vc. Fluvialis
Weissella Petits bacilles Homofermentaire We. Viridescens
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Tableau 03: Classification d’entérobactéries courantes et rares.

Genres Espéces

Escherichia Six especes: Escherichia

Salmonella Salmonella bongori, S. enterica, S.
subterranean...coli...

Shigella Quatre especes : Shigelladysenteriae,

Citrobacter

S. flexneri, S. sonnei, S. boydii.
Douze espeéces : Citrobacterfreundii,
C. youngae, C. braakii, C. koseri...

Klebsiella Quatre especes :
Klebsiellapneumoniae, K.
pneumoniaesubsp. ozaenae

Enterobacter Quatorze especes :

Entérobactéries Enterobacteraerogenes,
Courantes E. cloacae, E. sakazakii

Hafnia Espéce unique Hafniaalvei

Serratia Onze especes :
Serratiamarcescenssubsp. marcescens,
S. odorifera, S. rubidaead...

Proteus Six espéces : Proteusvulgaris, P.
mirabilis, P. penneri

Morganella Une espece :
Morganellamorganiisubsp. Morganii

Providencia
Cinq espéces :
Providenciaalcalifaciens, P. stuartii

Yersinia P. rettgeri...

Onze especes : Yersinia pestis, Y.
enterocoliticasubsp. enterocolitica, Y.

Erwinia pseudotuberculosis
Onze espéces

Cedecea

Entérobactéries Ewingella
rare ou Pantoea
récemment Rahnella
décrites B el

Buttiauxella

Kluyvera

Leclercia

Moellerella

Trabulsiella

Yokenella

Edwardsiella

Leminorella

Obesumbacterium

Pragia

Photorhabdus

Tatumella
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Annexe 2

Composition des milieux de culture utilisés.(Ingrédients en grammes par litre d'eau
distillée) .

1.Eau péptonée salée

PP ONE ...ttt 19
NG 8,5¢g
Bau diStille ... 1000 ml

2. Eau physiologique

Chlorure de SOAIUIM ......ouiii e e e ee e 85¢g
PP ONE .o e 0549
Eau distillee .....oeeinie e 1000 ml
pH=7

Autoclavage : 120° C pendant 20 minute

3. Bouillon nutritif

Extrait de viande .........c.ooiiiiiiii e g
Extrait de [eVUre .......o.oiiiiii e 2g
PePIONE ..o S5g
Chlorure de SOIUM ..ottt e e e e S5¢g
BaU diStHIE quS.p onrineeeei e 1000ml

pH=7.4

Autoclavage : 120°C pendant 20 min.
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4.M-17

EXIrait dE IBVUIE ..ottt et 2,50
EXErait de VIANE ......cccooiiiiiiieiceee s 05g
PEPtONe e CASEINE ...cviiveiivieiieieecie et 2,5¢
Peptone de VIANAE .......ccecveiiiie e 2,5¢
PEPLONE A8 SOJA .veviiiiiieiiiieie ettt 059
ACIAE ASCOMDIQUE ... 0,59
glycérophosphate de SOdium .........ccccoveveiiieiieie e 199

Sulfate de MAagNBSIUM ..o 0.25¢g
BaU AISEIIER. ... 1000 ml
pH=7.140.2437°C

Autoclavage : 121°C pendant 15min.

5.Milieu MRS au vert bromocrésol : pH =6.4 + 0.2 a 25°C.

Peptone SPECIAL .........ccveiiceiie e 10.00
Extraitde levure ..., 5.00
GIUCOSE. ...t 20.00
Citrate Tri ammONiUM ...........oiiuvnininineeteniiieeseeeeeeeans 2.00
Acétate de Sodium .........coiiiiiiiiiiii 5.00
Sulfate de Magnésium ..........ccevieiiiiiriiniinteiiiieee e 0.2

Sulfate de Manganese ..........coceeveiiierinnientiiiiiieiieenee e 0.05
Phosphate Di-Potassique ............c.coeoviiriniiiiiiiein e seennens 2.00
Tween 80 ....oooiiiii 1.00
Vert Bromocrésol ... ... 0.025
A AT 20.00
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6.Milieu MRS (Man, Rogosa, Shrpe) liquide

Peptone spécial ...........oooiiiiiii i 10.00
Extrait de viande ... 10.00
Extraitde levure ... ..o 5.00
Citrate Tri ammONIUM ....o.ouinii e 2.00
Acétate de SOTIUM ... 5.00
Sulfate de Magnésium ...t 0.2
Sulfate de ManQanse ..........coiriiriiie e 0.05
Phosphate Di-PotassiQUue ..........ooviiiiiiiiiiii e 2.00
TWEEN B0 ..o 1.00

pH=6.4+0.2a25°C

7.Milieu de Chapman

La formule théorique de ce milieu de culture en g/L d’eau purifiée est

Extrait de viande (bovin ou POrcin)..........o.vvuiiiiiiiiiniiiiiiiiiieiieiieaeennnn. lg

Peptone de caséine et de viande (bovin et porcin).............cooeveviieinieinnnnn. 10g

Chlorure de sSOdIUML.......ouuiit e e ee e 75¢g

Mannitol. ... ..o e 10g

N 15¢

Rouge de phénol....... ... 0,025¢g

pH=7,6

111g par litre d’eau distillée.

stérilisation a I’autoclave : 15 minutes a 120°C.

8.MilieuSabouraud

P PtONE. .. 10,0 g

GIUCOSE MASSE ..ottt 20,0 g

Bau distillee. ..ottt e 01,0 L

e . 1 150g

Vitamine et facteur de croissance
pH=6,0
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9.Milieux King A

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée
Peptone. .....oineiiii 22, 20,00
Sulfate de potassium..........covveiviiiiiiiiii i esiee e 10,00 @

Chlorure de MagnSiUM..........ccccuiieierierierene e nens 1,40 g

pH final 2 25°C : 7,2+0,2

10.Milieux King B

PEPTONE L.t 20,0 g
€] Yot o ] SR 10,0 mL
Phosphate dipOtaSSIQUE .........cuviuieieiieiieieeie e 159
Sulfate de magnesium, 7 H20 .......ccooviiiiieeece e 159
Agar agar bacteriologigUE..........ocveiveieiicie e e 1509
pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,2 +0,2.

11.Gélose Citrimide

PEPLONES. ...ttt ettt b et ne et ene s 209
Sulfate de POtASSIUML......ccviiiie e 10¢
Chlorure de MagnESIUM.........ccveiieiiiieie e 39
Phosphate dipOtaSSIQUE.........coueiviiirieriieieeerie s 0,39
(O] {11410 (=TT 0,29
ACIAE NAHAIXIGUE. ... ettt 0,015¢g
(€] Y017 o ] SRS 10mL
AN 139
pH=7.1
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12.MilieuMac Conkey

PEPIONE ..t e 208
LACTOSE ..ttt e e eneesree e 10 €
Selsbiliaires ......ooveii e LS @
Cristal violet ... e 0,010
ROUGE NEULIE ...\ 0,05

Chlorure de sodium ...t ) €

AGAC .15

Ph = 7.1,Autoclavage 120°C, 20 min

13.Milieu Mueller-Hinton (Mueller et Hinton)

Infusion de viande de beeuf
Peptone de Cas€ine .........c.oevviiiniiiiiiiiiiieen, 1759
Amidon de mais
AGAI-A0a5 ..t e 179
pH=7.4

Autoclavage 120°C, 20 min

Glycérol

Pour 100 ml

Glycérol
Eau distillé 20ml

Autoclavage 120° C, 20min
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Colorants de Gram

» Violet de gentiane au cristal

Annexe

Violet de gentiane .........ccceovieiiiiiiciic e 10g (ou 50)
PRENOI <. 209
Ethanol 8 0.95 .....o.vvveevereiieeiessesssse s 100 cm®
EAU QISHIIEE ..v.vvvoivicii e 01 dm®

= Lugol
(016 P 05g
lodure de POLASSIUM  ....eiiiicie e 10g
BAU ISHIIER ... 01g

Flacon brun

= Alcool (éthanol)

=  Fuchsine de Ziehl

FUCNSING DASIQUE ... e et 10g
PRENOI ..o e 50g
LT 1o I KOO 10cm?®
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Coloration de Gram

C’est un critere important dans la classification qui permet de distinguer entre les bactéries

Gram” et les bactéries Gram' .
Les étapes de coloration de Gram

1-Déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame bien propre

2- Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d’eau, strier et sécher passage

rapide sur la flamme d’un bec benzéne.

3

Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60 secondes

4- Laver I’exces du colorant avec de 1’eau distillée

5

Couvrir de lugol pendant 30 secondes

6- Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes

7

Rincer immédiatement le frottis avec le mélange alcool - acétone en inclinant la

lame et par goutte a goutte jusqu_a disparition compléte de la coloration violette

8- Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes
9- Couvrir avec de la fuschine pendant 15 secondes
10- Laver a I’eau distillée pendant 10 secondes

11- Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis et observer au microscope a un fort

grossissement.

Les cellules Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent bleues
violettes en apparence, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctement

rosatres.
L’état frais

C’est I’observation directe entre lame et lamelle d’une suspension bactériennes a 1’objectif

(x 40).Elle permet de donner une idée sur la mobilité et la forme du micro-organisme.
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Annexes 04

Materielles utilisée
1.Appareillage
- Microscope optique
- Réfrigérateur
- Etuve
- Autoclave
- Bec benzene
- pH metre
- Balance de précision

- Plaque chauffante
- Etuve bacteériologique
- Vortex

- Loupe binoculaire)

- Plaque chauffante agitante

2.Petit matériel

Boites pétri en plastique, tube a essais, pipettes pasteur, éprouvettes, becher, pipettes
graduées, lames et lamelles, flacon en verre de 250 ml, les disques antibiotiques

entonnoir.
3.Produits chimiques et réactifs :

Bleu de méthylene , violet de gentiane, liquide de lugol, alcool, solution de Fuchsine de
Ziehl, l'eau distillée stérile, I'eau oxygénée 10 volume, HCI, huile d’immersion,

Autres :

Papier parafilm, Coton , Cloches de Durham
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