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Résumé

Il est désormais établi que le colostrum bovin est non seulement important pour la croissance
du veau nouveau-né mais aussi il peut €tre utilisé par les étres humains grace a ses bienfaits et
ses composants qui sont nécessaires pour traiter diverses maladies.

Le colostrum est riche en bactéries lactiques qui ont la propriété de synthétiser de nombreuses
substances antimicrobiennes susceptible d’étre utilisées dans plusieurs domaines.

Dans cette étude nous avons prélevé du colostrum a partir de vache qui proviennent de la
région de Bensakrane-Tlemcen et nous avons étudié I’effet du colostrum et des bactéries
lactiques isolées de ce dernier contre plusieurs souches bactériennes par la méthode de
diffusion sur milieu gélose.

L’étude des caractéristiques morphologiques physiologiques et biochimiques, on a permit
I’identification de la souche Lactobacillus plantarum.

Les résultats d’interaction de notre souche avec la méthode des disques et des puits a donner
des résultats négatives vis a vis des souches indicatrices par contre 1’étude du colostrum a
donné un effet inhibiteur contre les souches Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae avec des diametres del.3 mm a 3.3 mm et aucun effet n’a
¢té remarqué contre les souches Escherichia coli, Micrococcusluteus, Enterococcus
faecalis.Ces observations nous amenent a élargir notre recherche et isolées d’autres genre de
bactéries lactiques du colostrum de vache qui serai susceptible d’avoir un effet antibactérien
et de mieux caractérisé le colostrum de vache.

Mots-clés : colostrum , les bactéries lactiques, I’activité antimicrobienne, Lactobacillus

plantarum, méthode des disques, méthode des puits.

Summary

It is now established that bovine colostrum is not only important for the growth of the
newborn calf but also it can be used by human beings thanks to its benefits and its
components which are necessary to treat various diseases.

Colostrum is rich in lactic bacteria which have the property of synthesizing many

antimicrobial substances that can be used in several areas.
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In this study we took colostrum from cows from the Bensakrane- Tlemcen region and we
studied the effect of colostrum and lactic acid bacteria isolated from it against several
bacterial strains by the diffusion method on agar medium.

The study of the physiological and biochemical morphological characteristics allowed the
identification of the strain Lactobacillus plantarum.

The result of interaction of our strain with the method of discs and wells to give negative
results with respect to the indicator strains on the other hand the study of the colostrum gave
an inhibitory effect against the strains Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae with diameters of 1.3 mm to 3.3 mm and no effect was noticed against
strains Escherichia coli, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis.

These observation lead us to expand our research and isolate other genera of lactic acid
bacteria from cow colostrum which would be likely to have an antibacterial effect and to
better characterize cow colostrum.

Keywords: colostrum, Lacticacidbacteria, Lactobacillusplantarum, , inhibitoryeffect.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le colostrum est le premier lait maternel que tous les mammiferes, y compris les humains,
recoivent immédiatement aprés la naissance. Il est riche en substances vitales et protectrices
qui aident les nouveau-nés a développer leur systéme immunitaire et a renforcer leurs
défenses, favorisant ainsi une croissance saine(Bienert ,)
Le colostrum de vache a été utilisé par les humains depuis des milliers d’années. Et est
considéré comme un remeéde naturel. La durée pour laquelle la sécrétion mammaire est
classée comme colostrum plutdt que lait varie considérablement chez ces dernieres selon les
rapports, c'est-a-dire immédiatement apres la mise bas, 2 jours, 3 a 4 jours ou 5 a 7 jours post-
partum (McGrath et al., 2016).
Le colostrum de vache contient de nombreux types de constituants bio-fonctionnels,
notamment des facteurs de croissance, des composants immunisants, des nutriments tels que
la caséine, le lactose, les lipides, les vitamines et les minéraux mais aussi des composés
antimicrobiens qui peuvent étre synthétisés par des bactéries lactiques.
Les bactéries lactiques sont considérées comme des microorganismes sains, elles forment un
groupe bénéfique pour I’homme, elles sont souvent utilisées comme auxiliaires de
fermentation et de conservation alimentaire en raison de leur capacité a produire des acides
organiques et d’autres métabolites.
De plus, ces bactéries peuvent synthétiser des composés protéiques appelés bactériocines qui
sont capables d’inhiber les bactéries pathogeénes en raison de leur large spectre d’activité, de
leur thermo-stabilité et de leur résistance aux variations de pH, cette activité s’étale jusqu’aux
protozoaires, levures, champignons et virus et sont non toxiques pour les cellules eucaryotes
(Galvez et al., 2011).
Dans ce contexte plus particulierement le but de notre travail est :

e L’isolement et la purification des bactéries lactiques a partir du colostrum bovin.

e L’¢tude de I’activité antimicrobienne des bactéries lactiques vis-a-vis des souches

indicatrices.

e Ftudier ’activité antimicrobienne du colostrum.
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CHAPITRE | : COLOSTRUM DE LA VACHE

CHAPITRE I : COLOSTRUM DE LA VACHE
DEFINITION DU COLOSTRUM:

Le colostrum est le lait précoce secrété par les mammiféres au moment de I’accouchement, il
est différent du lait normal (Boudry et al., 2009 ; Godhia et al., 2013).

De facon générale, le colostrum est ’ensemble de sécrétions accumulées dans la mamelle
pendant les derniéres semaines de la gestation (Salmon, 1999). Il est secrété par la glande
mammaire, de couleur jaune et rougeatre due a la présence du caroténoide a des
concentrations ¢levées (Brain ef al., 2015).

Selon Foley et al., 1978 ; Kehoe, 2007 ; Baumrucker et al., 2010, le colostrum est considéré
comme un assemblage de sécrétions lactées et des constituants sériques du sérum sanguin
durant la période seche, et qui s'accumule dans la glande mammaire et qui peut étre récolté

avant ou apres la mise en bas.

PRINCIPALES ETAPES DE SYNTHESE DU COLOSTRUM:

La lactation est une fonction biologique discontinue propre aux femelles des mammiferes
destinée a alimenter le nouveau-né. La production du colostrum et le lait par les mamelles est
un état physiologique qui peut se superposer a une activité ovarienne, a une gestation ou un
état post partum des mammiferes, et s’installe dans les phases de physiologie mammaire

(Lagrand et al., 1993)

— e,
. LI
<N L A S RN
L 3 Yeo| Yaly( Log B %s\ | _ glande
: lactogéene
canal
mammaire

sinus

citerne du trayon
trayon

FIGURE 1 : ORGANISATION DU PIS DE VACHE (D’APRES BEAUMONT ET CASSIER)
La physiologie de développement du colostrum inclut quatre phases importantes :
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CHAPITRE | : COLOSTRUM DE LA VACHE

LA MAMMOGENESE

Est la plus longue des périodes du développement et de synthése mammaire, elle est déja
initiée avant la naissance. Elle a lieu au cours de trois périodes essentielles qui sont le
développement feetal, la puberté et la gestation et qui correspond a la période du
développement des tissus sécrétoires, adipeux et conjonctifs (Massoni, 2013).

Chez la vache, surtout I'hormone placentaire somatrope (chorionic somatotropin ou CS ;
appelée aussi placental lac - togen ou PL), possede une action sur la croissance de la glande
mammaire (Zarrouk et al., 2001). A ces équilibres hormonaux s'ajoutent des hormones du
métabolisme général (Erb, 1997), ce sont les cestrogénes et progestérones qui déclenchent la
croissance des alvéoles (Weber et al., 1988 ; Holland et Holland, 2005).

Elles agissent aussi avec différentes hormones tels que la prolactine, ’insuline, et les facteurs
de croissance de I’épiderme (EFG) qui ont un role dans la sensibilisation de tissu mammaire
aux actions des divers agents responsables de la multiplication cellulaire au moment de la
mise

en bas, provoquant 1’élongation des ligaments pelviens et relachement du col de 1'utérus

(Sherwood, 1994).

LA LACTOGENESE

Le colostrum est synthétisé au moment de la colostrogénése, il apparait en quantité et
composition qui sont susceptibles d’étre modifiées. Elle débute avant le vélage entre 4 et 6
semaines et se traduit par une diminution du rapport progestérone sur cestrogene sérique
(Smith et al., 1971 ; Guy et al., 1994 ; Rodostis et al., 2017).

Ensuite elle s’arréte de manicre brutale avec le vélage et permet donc le démarrage de la
lactation (Brandon et al., 1971, Barrington et al., 2001, Godden, 2008) avec une
augmentation des concentrations sériques en corticostéroides et en prolactine (Winger et al.,
1995 ; Barrington et al., 1999).

Cette régulation de la production du colostrum est compléte au niveau de la glande mammaire

par une régulation locale (Barrington et al., 2001).
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CHAPITRE | : COLOSTRUM DE LA VACHE

LA GALACTOPOIESE

Elle correspond a la production du colostrum puis le lait pendant la période d’allaitement.
Cette phase est régulée par des interactions neuro-hormonales. Une glande endocrine libére
des hormones telle que les prolactines dans la circulation sanguine qui joue un role principal
dans la stimulation de la production du lait, ensuite ces hormones sont transportées vers la

glande mammaire (Delouis et al., 2001).

LA SECRETION DES COMPOSANTS DU COLOSTRUM

Aprés, ’accumulation des constituants du colostrum dans la glande mammaire (la
colostrogénese) se fait selon deux voies et de maniére progressive :

e D’une part, les composants sé€riques (principalement les immunoglobulines) sont
transférés au travers le méme épithélium entre les jonctions cellulaires pour se joindre
dans la glande mammaire soit par un passage trans cellulaire ou par un passage
paracellulaire.

e D’autre part, une phase sécrétoire de 1’épithélium permet 1’enlévement du volume de
colostrum produit (Devillers et al., 2006), entraine la production et la sécrétion des
composants du lait comme le lactose et la caséine (Detiffe, 2010).

Les voies de sécrétion sont similaires en phase colostrale et lactée tandis que les voies
transcellulaires et paracellulaires sont typiques de la colostrogénese (Devillers et al., 2006),
ces deux phases successives initier a partir de la 3¢me semaine avant et apres le vélage, ainsi
que I’augmentation du volume entraine une dilution des constituants du colostrum pour la
production du lait vers le 5 -eéme et le 6 -eéme jours de vélage (Detiffe, 2010).

La figure 2 et 3 représentent les différentes étapes de synthése du colostrum :

Siade feetal Puberte Ciestation Parturition Lactation Tarissement >
T \
— ! N,
f—— 4 N\,
;"r"’ ;f ."-
v b - Ll ~4
Mammogenese Lactogenese Galactopoiese Involution

v v v l

‘ Synthése du colostrum | l Synthese du lait ‘

FIGURE 2 : PLAN PROCESSUS ABOUTISSANT A LA SECRETION DU COLOSTRUM PUIS DU LAIT
(NIELSEN ET AL., 2001 ; DEVILLERS ET AL., 2006)
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CHAPITRE | : COLOSTRUM DE LA VACHE
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FIGURE 3 : STRUCTURE D’UNE CELLULE EPITHELIALE MAMMAIRE ET MECANISME DE
SECRETION DES CONSTITUANTS DU COLOSTRUM (DELOUIS ET AL., 2001)

ROLES ET APPLICATIONS DU COLOSTRUM

Le colostrum constitue un role dans la régulation du métabolisme y compris (le métabolisme
lipidique, glucidique, protidique et le métabolisme hormonal) et la nutrition du nouveau-né,
ainsi qu’ une contribution instantanée d’immunoglobulines fonctionnelles, c'est une source
importante pour une bonne croissance du veau nouveau-né et qui est riche en énergie, il
posséde diverses fonctions principales grace aux éléments qu'il contient, il apporte des
molécules bioactives qui sont nécessaires a la protection du veau contre les infections et les
agressions de son environnement (Boudry et al., 2009).

Il prend le nom le lait d’or ou le lait liquide en raison de ses bienfaits, c'est un anti-infectieux
puissant qui favorise le transfert d'immunité au veau nouveau-né et la mise en place de son
systeme digestif.Le colostrum peut aussi €tre ingérer et consommer par les humains sous
forme de complément alimentaire ou utilis¢ comme un ingrédient dans les produits diététiques
(aliment pour sportif) dans le but de favoriser I’immunité, pour bruler les graisses, guérir les
blessures (Antonio et al., 2001) et pour tuer les champignons et les bactéries pathogénes pour

I’homme (Asharf ez al., 2001).
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Depuis des milliers années, le colostrum était utilisé pour traiter diverses maladies. Au 20 -
éme siccle, il était utilisé contre les infections bactériennes (Godhia et Patel, 2013).
En effet, plusieurs études ont montré que le colostrum bovin aide a lutter contre des infections

des voies respiratoires supérieurs (Brinkworth ef al., 2003 ; Shing et al., 2007) ; son
utilisation (sur une durée de 2 mois) va permettre de prévenir la grippe de fagon plus efficace
que la vaccination (Cesarone et al., 2007), et pour traiter aussi les infections du colon et les
infections du tractus gastro-intestinal. Récemment des chercheurs ont créé un type de
colostrum bovin : colostrum bovin hyperimune prélevé des vaches laitiéres vaccinées contre
des pathogenes spécifiques a I’espace humain destiné au traitement des troubles gastro-

intestinaux (Bayard et James, 1987).

LES PRINCIPAUX CONSTITUANTS DU COLOSTRUM

1.1.1 Les caractéristiques nutritionnelles du colostrum
La composition du colostrum se caractérise par les constituants chimiques qui le différent plus
nettement du lait.

e [l se caractérise par un taux tres €levé en vitamines notamment la B-carotéine, la
vitamine E, la vitamine A, D et B (Kehoe et al., 2007). Il contient plus des minéraux
tels que le sel, le fer, le magnésium et le sodium, et de matiére grasse, moins de
glucides sous forme de lactose.

o Il se caractérise aussi par une teneur tres élevée en protéines sanguin qui est I'une de
ces caractéristiques essentielles et en particulier les protéines solubles, composé en a-
lactalbumine, B-lactoglobuline tels que IgG1, IgG2, IgM comme il est indiqué dans le
tableau 1 et 2.

e Les protéines solubles représentent environ 16% des protéines totales du colostrum
(Brain et al., 2015), tels que des peptides (lactoferrine, transferrine), des hormones
(Pinsuline, la prolactine, les hormones thyroidiennes et le cortisol) (Bernabuccie et

al., 2013), il est riche aussi en anticorps (Godhia et Patel, 2013).
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TABLEAU 1 : PRINCIPAUX CONSTITUANTS DU COLOSTRUM (FOLEY, 1978 ; SERIEYS, 1993)
Immunoglobuline | Albumine Caséine Vitamine Fer Vitamine
G g G A (uL/L) | (ug/Kg) D (uL/L)

Colostrum

Le colostrum et le lait présentent des compositions trés différentes, ce qui explique que le
colostrum a des concentrations plus €élevées d’éléments nutritionnels, et il est plus épais que le
lait mature comme il montre le tableau 2 (Claire Doray, 2017).

Tableau 2 : Comparaison entre la composition du colostrum et celle du lait (Foley, 1978

Matiéres Matieres Lactose Matiéres
protéiques minérales (g/Kg) grasses

(g/Kg)
Colostrum 1.060 100 12 30 50

Lait 1.032 35 8 49 39

LES SUBSTANCES ANTIMICROBIENNES DU COLOSTRUM

Les substances antimicrobiennes sont des molécules bioactives élaborées par diverses
bactéries, principalement les bactéries lactiques. Ces molécules ont pour fonction de lutter
contre les microorganismes (Taale, 2016).

La lactoperoxidase, la lactoferrine et le lysozyme sont les facteurs antimicrobiens les plus
fréquemment retrouvés dans le colostrum bovin :

e La lactoperoxidase : est une enzyme naturelle qui catalyse I’oxydation des
thiocyanates en présence d’hydrogéne pour la production des composés actifs a
activité antibactérienne (Boudry et al., 2009).

e La lactoferrine : c’est un facteur antibactérien le plus fréquent dans le colostrum,
possede un effet bactériostatique sur certaines bactéries dont Escherichia coli(Ebel,
2004).

e Le lysozyme : est une enzyme qui provoque la lyse de la paroi bactérienne (Boudrey

et al., 2009).
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COMPOSITION MICROBIENNE DU COLOSTRUM

Plus de 700 espéces de bactéries sont présentes dans le colostrum bovin, parmi les genres
bactériens présents dans le colostrum Weissella, Leuconostoc, Staphylococcus, Streptococcus
et Lactococcus, les plus fréquentes dans le colostrum sont les bactéries lactiques qui aident le
veau nouveau-né a développer son systéme immunitaire (Pauline, 2013).

Ces bactéries présentent un effet important dans le colostrum (Raynaud, 2006) en raison de
leur capacité a secrété des substances antimicrobiennes et de nombreux métabolites comme
les aromes, les exo-polysaccharides (Savadago et al., 2004 ; Savadago et al., 2006 ; Khay,
2011). En plus, certaines souches des bactéries lactiques interviennent dans 1’élimination des
bactéries pathogénes grace a la production des bactériocines et des acides organiques (Taale,

2016).
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CHAPITRE Il : LES BACTERIES LACTIQUES

CHAPITRE II : LES BACTERIES LACTIQUES
2.1 DEFINITION ET CARACTERES GENERAUX

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes, hétérotrophes et chimio-organotrophes
(Hssaine, 2013) Gram positive, elles sont généralement immobiles, ne forment pas de spores,
possédent une catalase négative mais certaines souches posseédent une pseudo catalase,
anaérobies facultatives, micro aérophiles (Laurent ef al., 1998).

Ces bactéries se présentent sous forme de batonnet ou de coque (Savadago et Traore, 2011) ;
elles exigent la présence d’acides aminés, de vitamines et de minéraux pour leur croissance
(Fessard, 2017).

Les bactéries lactiques ont un métabolisme fermentaire, qui repose sur l'utilisation des
glucides car elles les utilisent dans sa grande partie pour produire soit de l'acide lactique qui
est le produit principal, c'est le cas des bactéries homolactiques strictes (Vandamme et al.,
1996).

Certaines souches bactériennes produisent ’acide lactique ainsi que d’autres composés tels
que I’éthanol et I’acétate (Drouaut et Corthier, 2001). Dans certaines especes, ces bactéries
peuvent synthétiser I’acide formique ou de I’acide succinique, cela se produit principalement
chez les bactéries hétérolactiques strictes (Dortu et Thonart, 2009).

Les bactéries lactiques colonisent de nombreux produits alimentaires le plus souvent les
produits laitiers, viande et les céréales. Elles font parties de la flore intestinale, humaine ou
animale (Dortu et Thonart., 2009). Elles permettent la perfection et 1’amélioration des
caracteres organoleptiques des produits fermentés mais aussi elles contribuent a augmenter la
durée de conservation (longue durée), et la sécurité des aliments en raison de leur capacité a
produire des substances antimicrobiennes et de nombreux métabolites (Prasis et Roth., 1990
; Savadago et al., 2004, Belgacem et al., 2008, Khay, 2011). Elles agissent sur la texture et
les saveurs des aliments (Taale, 2016).

Les bactéries lactiques sont généralement considérées comme non pathogéne mais il est
crucial de prendre des précautions lors de la manipulation et du traitement des cultures

bactériennes pour prévenir toute contamination indésirable (Drouault et Corthier, 2001).
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2.2 TAXONOMIE

Les bactéries lactiques font parties du phylum Firmuctus a la classe Bacilli et a 1'ordre des
Lactobacillales. Elles comportent 6 familles Aerococcaceae, Carnobacteriacea,
Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae, Streptococcaceae et 40 genres
(Kanauchi, 2019). Parmi les genres les plus ¢étudier Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus et Pediococcus (Drouault et Corthier, 2001).

La classification moderne fondée sur les protéines et les acides nucléiques a permis de
structurer un arbre phylogénétique des principaux genres des bactéries lactiques comme

montre la figure 4 :
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FIGURE 4 : ARBRE PHYLOGENETIQUE DES PRINCIPAUX GENRES DE BACTERIES LACTIQUES,
INCLUANT QUELQUES GENRES AEROBIES ET ANAEROBIES FACULTATIFS DE FIRMICUTES
(LAHTINEM ET AL., 2012).

Les bactéries lactiques ont été classées selon leurs propriétés phénotypiques :
e La morphologie
e Les produits issus du métabolisme de fermentation
e La croissance a différentes températures
e [’isomere de l'acide lactique et la fermentation de différents hydrates de carbone
(Roissart etLuquet, 1994 ; Holzpfel et al., 2001).
e La capacité de croissance a hautes concentrations du sel et la tolérance au pH, acides
alcalins et a I’éthanol (Axelsson, 2004).
L’identification des bactéries lactiques est aussi basée sur les méthodes génotypiques tel que
la technique RAPD : Randomly Amplified polymorphic DNA fingerprinting (Walstra et al.,
2005).
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2.3 PROPRIETES TECHNOLOGIQUES DES BACTERIES
LACTIQUES

Les caractéristiques technologiques des bactéries lactiques sont souvent situées sur des
plasmides, ce qui les rend instables et sujette a la perte de ces derniers. Ces caractéristiques
comprennent :

- L’activité acidifiante

L’activité protéolytique

Le pouvoir aromatisant et gazeux

Le caractere probiotique

Les substances antimicrobiennes (André et Jean-claude., 1997).

2.3.1 L’ACTIVITE ACIDIFIANTE

Les bactéries lactiques sont déterminées par leur pouvoir acidifiant qui permet la coagulation
du lait et I’augmentation de la synthése du caillé (Visessangun et al., 2006), ou la capacité de
produire l'acide organique (lactate et I’acétate) suite a une décroissance du pH considérer
comme la principale action inhibitrice des bactéries lactiques. Une acidification rapide de la
matiere premicre bloque la croissance des microorganismes indésirables et pathogeénes (De

vuyst, 2000).

2.3.2 L’ACTIVITE PROTEOLYTIQUE

La croissance des bactéries lactiques nécessite la présence de nombreux acides aminées
exogenes et facteurs de croissance dans le milieu, car elles sont incapables de lancer la
synthése a partir d’une seule source d’azote minérale simple donc, elles utilisent un
mécanisme appelé P’activité protéolytique. Cette activité est basée sur la dégradation des
protéines en peptides courtes qui sont ensuite transportés a I’intérieur de la cellule apres elles
subiront une hydrolyse par les enzymes protéolytiques jusqu’au stade des acides aminées
(Marya et Birget, 2004). Les bactéries lactiques sont importantes car elles ont la capacité de
synthétiser des exo-polysaccharides dans les produits alimentaires fermentés. L’utilité de ces
souches confére a améliorer la texture, la viscosité et I’homogénéité des produits (Ricciardis
et Clement, 2000).

Elles ont la capacité de produire deux types d'exo-polysaccharides : les homopolysaccharides

et les hétéropolysaccharides (Cerning, 1994).
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2.3.3 LE POUVOIR AROMATISANT ET GAZEUX

Des bactéries lactiques telle que Lactococcus lactos spp, Lactis biovar diacelylactis sont
capables de produire des composés d’aromes qui contribuent aux qualités organoleptiques, de
fromage tels que 1’acétone et diacétyl issus de citrate. Ces composés participent au gout des
produits frais et a la production de CO; ce qui favorise 1’ouverture et le développement des

saveurs dans les fromages (Francois et al., 2010).

2.3.4 LE CARACTERE PROBIOTIQUE ET EFFET SUR LA SANTE
HUMAINE

Le terme probiotique provient de deux mots grecs « pros » qui est pour et « bios » qui est la
vie (Bernier, 2010).

Les probiotiques sont déterminés comme des microorganismes vivants, lorsqu’ils sont
consommeés en quantité suffisante et peuvent avoir un effet bénéfique sur la santé de I’hote
(Amaraa et Shiblb, 2015 ; Bultosa, 2016).

D’aprés (Patriganani ef al., 2007), les bactéries lactiques sont les plus utilisées en
alimentation humaine et animale en raison de leurs effets probiotiques, elles exercent un effet
positif lorsqu’ils sont ingérés en quantit¢ suffisante comme probiotique modifiés
génétiquement, sont utilisés comme alternative pour traiter des maladies inflammatoires
gastro-intestinales, par exemple la consommation de yaourt probiotique diminue
significativement la glycémie (Ejtihed e al., 2012) ; tandis que les probiotiques aident la
limitation de résistance aux antibiotiques (EBuet ef al., 2018).D’autres effets bénéfiques
peuvent aussi étre cités tels que :

e Laréduction des infections intestinales

e [’amélioration de la digestion du lactose exemple les bactéries du genre
Bifidobacterium et le traitement des désordres diarrhéiques, d’autres reste encore
controversés tel que la réduction de la formation de tumeurs (Schaafsma, 1996).

e FElles sont aussi employées dans la prévention des maladies inflammatoires
chroniques. En plus, elles ont des propriétés antitumorales dans le tractus gastro
intestinal par inhibition des composés carcinogenes (Taale, 2016).

e Les bactéries lactiques ont la capacité de bloquer la conversion de ’acétate en
cholestérol. De plus, les exo polysaccarides synthétisés par ces bactéries contribuent a

la réduction du taux de cholestérol (Savadogo et Traor., 2011).
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24 PRINCIPALES SUBSTANCES ANTIMICROBIENNES
PRODUITES PAR LES BACTERIES LACTIQUES

Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites a activité antibactérienne tels que
le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de carbone, les acides organiques, le diacétyl et les

bactériocines (Drouault et Corthier, 2001).
2.4.1 LES ACIDES ORGANIQUES

Parmi les produits principaux synthétisés par le métabolisme des bactéries lactiques, les
acides organiques qui permettent I’acidification du milieu afin de limiter la croissance de
certaines bactéries indésirables, et donc peut entrainer la mort de nombreuses bactéries y
compris les ferments lactiques (Champagne et al., 1999). Ces acides organiques peuvent étre

synthétiser soit par la voie hétérofermentaire ou par la voie homofermentaire (Pelliier, 2017).

Lorsque I’acide lactique est produit, le pH du milieu diminue, ce qui entraine la non-
dissociation des acides organiques notamment les petits acides gras saturés (SFA) qui sont un
type d’acides gras présent dans divers aliments d’origine animale et végétale. Ils sont appelés
saturés car leur structure chimique ne contient pas de doubles liaisons entre les atomes de

carbone, ce qui signifie que chaque atome de carbone est saturé d’hydrogene.

Selon les recherches menées par (Nes et al., 2011), les acides gras saturés (SFA) sont
largement reconnus comme les principaux composés antimicrobiens produits par les bactéries

lactiques.

Ces SFA jouent un rbéle important dans la capacité des bactéries lactiques a inhiber la
croissance d’autres microorganismes, contribuant ainsi a la préservation et a la sécurité¢ des

aliments fermentés.

2.4.2 LE PEROXYDE D’HYDROGENE

La synthése de H,O, par ce genre des bactéries peut empécher la croissance d’agents
pathogenes d’origine alimentaire, et il est bénéfique pour la conservation des aliments.
Plusieurs études ont montré que les bactéries lactiques qui synthétisent le peroxyde

d’hydrogeéne peuvent inhibées la croissance des micro-organismes psychrotrhophes et
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pathogénes aux températures de réfrigération, la plupart des espeéces Lactobacillus sont

capables de produire le peroxyde d’hydrogeéne par l'oxydation de lactate (Reis et al., 2012)

2.4.3 LE DIOXYDE DE CARBONE

Le dioxyde de carbone est produit pendant la fermentation hétérolactique et capable de créer
un environnement anaérobie pour inhiber les microorganismes aérobies (Ammor et al.,

2006).

2.44 LE DIACETYL (2,3 BUTANEDIONE)

Le diacétyl est un produit issu du métabolisme de citrate, responsable de 1’ardme beurre des
produits laitiers. Il posséde une activité antimicrobienne destinée contre les levures, les
bactéries Gram positifs et négatifs non lactiques, ces derniéres sont néanmoins moins

sensibles (El Ziney et al., 1998 ; Ouwehand et Vesterlund, 2004).

2.4.5 LA REUTERINE

La reutérine ou (3-hydroxydpropionaldehyde) est une substance a propriétés antimicrobiennes
considérée comme un métabolite intermédiaire, produite pendant la fermentation anaérobie du

glycérol par certaines especes de Lactobacillus (Nes et al., 2011).

2.4.6 LES BACTERIOCINES

Les bactériocines sont des molécules naturelles d’activité antimicrobienne, sécrétées par les
bactéries lactiques. Plusieurs définitions ont été trouvées au cours du temps (Dortu et
Thonart, 2009), mais la définition la plus utilisée est celle de (Khaenhammar, 1988) ; les
bactériocines sont comme des protéines ou complexe de protéines d’activité bactéricide
diriger contre des espéces proches de la souche productrice, elles représentent une large classe
de substance qui varie en fonction de leur poids moléculaire, leur propriétés biochimiques,
spectre d'action et leur mode d'action.

Elles se distinguent des antibiotiques de plusieurs manieres : leur synthése se déroule au
niveau ribosomique plutét qu’en passant par une voie enzymatique, elles manifestent leur
activité a faibles concentrations et leur spectre d’action est plus limité par rapport a celui des

antibiotiques (Nes,2011).
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Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont classées en 4 classes principales
basées sur leur structure primaire et tridimensionnelle ainsi que leur mode d'action (Taale,
2016).
e Bactériocine de classe I
Rassemble les peptides qui résistent a des températures €levées et provoque des modifications
post traductionnelles. Elles se présentent en trois sous classes: les lantibiotiques, les
labyrinthopeptins et les sactibiotiques.
Les lantibiotiques : peptides inférieurs a 5 kDa de 19 a 28 acides aminés (Taal, 2016).
Selon (Alexey et al., 2018), les lantibiotiques sont des petites molécules linéaires, globulaires,
chargées positivement, favorisent la formation des pores dans la membrane et ont un spectre
d’activité large (Mc Auliffe e al.,2001). Par exemple la nisine est secrétée par Lactococcus
lactis sub sp.1l existe deux formes de nisine a savoir la nisine A et la nisine Z, la différence
entre ces deux formes réside dans le résidu situé a la position 27, avec une histidine pour la
nisine A et un acide aspartique pour la nisine Z (Dacosta, 2000 ; Cheigh et Pyun, 2005).

e Bactériocine de classe 11
Contrairement aux bactériocines de classe I, posséde uniquement des acide aminés standards
sans modifications post traductionnelles, sont des peptides a faible poids moléculaire
inférieure a 10 kDa et sont thermostables (Savadago et al., 2016). Cette classe est divisée en
trois sous classes :

v' La sous classe II - A : bactériocines de type pédiocine, sont des peptides composés
d'un domaine N-terminal hydrophile et cationique, d'une hélice centrale amphiphile a
et d'un domaine C-terminal hydrophobe ou amphiphile et elles sont thermostables
(Alexey et al., 2018).

v' La sous classe II - B: bactériocines a deux composants non-modifiées, sont des
peptides ayant entre 30 et 50 acides aminés, sont synthétisés sous la forme d’un
précurseur dont le peptide leader sera clivé au moment de I’exportation de la
bactériocine. Ils sont cationiques, amphiphiles ou hydrophobes, actifs au niveau des

membranes bactériennes (Taale, 2016)
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v’ sous classe II - C : bactériocines cycliques (Kawai et al, 2004), posséde une liaison
peptidique intramoléculaire qui circularise le peptide, sont aussi bien produites par des
bactéries lactiques que par d’autres types de bactéries (Fernandez, 2014).
e Bactériocine de classe 111
Des protéines de haut poids moléculaires plus de 30 kDa, sont sensibles a la chaleur,
dépourvues d’acides aminés (Heng et al., 2007). Cette classe comporte quatre bactériocines :
- L’helveticur produite par Lactobacillus helveticus
- L'enterolysin A produite par Enterococcus faecium
- La zoocim A produite par Streptococcus zooepidemicus
-La mellirecin B produite par Streptococcus milleri (Nilsen et al., 2003, Nigoutova et al.,
2007).

e Bactériocine de classe IV
Bactériocine complexe, thermosensible de haut poids moléculaire (Carme et Thonart, 2009),
ont une structure cyclique synthétisée par voie ribosomale et provoquent des modifications
post traductionnelles. Un autre exemple de bactériocine appartenant a cette classe est
I'enterocine AS-48 produite par Enterococcus faecalis, ventericine 6 synthétisée par
Lactobacillus reutri (Heng et al., 2007).

Tableau 3 : Les différentes bactériocines produites par les bactéries lactiques (Molloy et al.,

2011).
Bactériocine Bactérie Spectre d’activité Nombre d’acide

productrice aminée
Nisine A et Z Lactococcus lactis Large 34
Lactocine S Lactobacillus sak Large 37
Lacticine 3147 Lactococcus lactis Large 29 et 30
Lactococcine A Lactococcus lactis Etroit 54
Lactococcine M Lactococcus lactis Etroit 48
Mesenterocine 52 B Leuconostoc Etroit 32

mesenteroides

Curvaticine FS47 Leuconostoc Moyen 31
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curvantus
Enterocine 1146A Enterococcus Moyen 37

faecium

2.4.6.3 MECANISME D’ACTION DES BACTERIOCINES

Le mode d’action d’une bactériocine se déroule en trois étapes distinctes :

v’ La Fixation de peptide sur la membrane de cellule cible, lorsque ce dernier s’attache
sur la membrane il adopte une structure tridimensionnelle pour qu’il puisse exprimer
son activité (Pradda et al., 2007 ; Jasniewski, 2008).

v L’insertion de la bactériocine dans la membrane cytoplasmique, durant cette étape
plusieurs peptides sont recrutés ensuite pour former un pore.

v’ La formation du pore entraine des effets néfastes pour la cellule cible tels des fuites au
niveau des composés intracellulaires, ralentissement au niveau de la croissance ce qui

conduit a la mort cellulaire (Smaoui, 2010 ; Siboukeur, 2011 ; Makhloufi, 2012).

Les principales étapes de mécanisme d’action des bactériocines sont illustrées par la figure 5 :
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FIGURE 5 : SCHEMA MONTRANT LES PRINCIPAUX MECANISMES D’ACTION DES
BACTERIOCINES PRODUITES PAR LES BACTERIES LACTIQUES (FERNANDEZ, 2014).
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CHAPITRE II1 : MATERIELS ET METHODES
LIEU D’ETUDE

La réalisation de ce travail a été effectu¢ au niveau du laboratoire de recherche de
microbiologie appliquée a 1’agroalimentaire, au biomédicale et a I’environnement
LAMAABE de 'université Abou Bekr Belkaid Tlemcen durant la période de Mars — Avril
2023.

Pour la réalisation de 1’étude expérimentale on s’était intéressé au colostrum bovin.

PRELEVEMENT DU COLOSTRUM

Les échantillons du colostrum de vache proviennent de la ferme de KAZI TANI région
Krazba commune Amieur située a Bensekrane Nord -Tlemcen, ils ont été prélevés apres 6
jours de mise en bas de la vache.
Pour réaliser un prélévement dans des bonnes conditions d’hygiéne et éviter toute
contamination ultérieure plusieurs étapes doivent étre suivies :
e Les mains du manipulateur et les mamelles de la vache sont lavées avec l'eau
savonneuse puis rincées avec l'eau de javel (Martinet al., 2005).
e Apres le séchage des mamelles, elles sont ensuite nettoyées a nouveau avec 1’alcool.
e Les premicres gouttes sont éliminés pour éviter toute contamination, puis plusieurs
échantillons sont prélevés et placés dans des pots stériles.
e L’¢chantillon de colostrum est recueilli dans une glaciére conservée a une température

de 4°C et transporté au laboratoire ou il est analysé.

4
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FIGURE 6 : PRELEVEMENT DU COLOSTRUM DE VACHE.
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3.3 ISOLEMENT ET PURIFICATION DE LA FLORE LACTIQUE

L’isolement a été réalisé sur gélose Man Rogosa- Sharp (MRS) préalablement coulée et
solidifiée dans des boites de Pétri, en portant 0.5 mL des dilutions du Colostrum faite sur
bouillon MRS de 107 et 10 4 la surface du milieu suivi d’un étalement. L’incubation a été
faite a 37°C et 45 pendant 24h a 48h en conditions anaérobiques.

La purification consiste a réaliser des repiquages successifs sur gélose et bouillon MRS, avec
une incubation a 37°C et 45 pendant 24h, jusqu’a I’obtention de colonies de méme taille, de
méme forme et de méme couleur renseignant sur la pureté des souches (Lore et al., 2005.,

Indoui ez al., 2009) Comme montre la figure 7 :

y
Ny
.

;

=\

N
-

=
L
L W —

0.5 ml de dilntion |
1022107

i

Incubation 2 37°C et a 45°C

Identification _ Purification et conservation

FIGURE 7 : PROTOCOLE D’ISOLEMENT DES SOUCHES LACTIQUES.
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3.4 Conservation des souches

La conservation des souches bactériennes est réalisée a court terme sur gélose MRS inclinée

dans des tubes a 4°C et a long terme dans du glycérol a -20°C.

FIGURE 8 : SOUCHES CONSERVEES A COURT TERME.

3.5 Identification des souches lactiques

3.5.1 Caractérisation macroscopique

L’examen macroscopique se concentre sur I’observation a I’ceil nu, permettant de décrire
I’apparence des colonies a savoir la forme, la taille, la pigmentation, le contour et la viscosité.

3.5.2 Caractérisation microscopique

La coloration de Gram a été utilisée pour distinguer les Gram+ des Gram- et pour apprécier la

morphologie et le mode de groupement des bactéries.

3.5.3 Identification biochimique et physiologique

3.5.3.1 Test catalase

Ce test est utilisé pour déterminer la présence de l'enzyme catalase chez les bactéries qui
décompose le peroxyde d’hydrogene en oxygeéne et en H20 pour cela une colonie est prélevée
sur gélose MRS et elle est dissociée dans une goutte d’eau oxygénée (H202) ; un résultat
positif ce traduit par ’apparition de bulles révélant le dégagement d’oxygene (Ahmed et

Irene, 2007)
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3.5.3.2 Croissance a différentes températures

La croissance a différentes températures permet la différenciation entre les bactéries lactiques
thermophiles et les bactéries lactiques mésophiles, pour cela des cultures jeunes sont
ensemenceés dans le bouillon MRS et incubées a des températures de 37°C, et 45°C, apres 48h
d’incubation la croissance est appréciée par 1’apparition de trouble (Schillinger et Luck.,

1987).

3.5.3.3 Croissance a différents pH

Ce test a permis de différencier entre les souches qui croissent dans un milieu acide ou neutre.
Un bouillon MRS est préparé avec différent pH : 3, 3.5, 4.5, 5.4 et 6.5 comme témoin.
Ensuite, une préculture des souches lactiques isolées est introduite dans les bouillons

préparés. L’incubation est faite a 37°C pendant 72 heures (Carr et al., 2002).

3.5.34 La recherche de type fermentaire

Ce test permet de classer les bactéries en homofermentaire et hétérofermentaire. On
ensemence abondamment des tubes contenant 10 mL de bouillon MRS et on introduit une
cloche de Durham ; Aprés une incubation a 37°C pendant 24h, le dégagement de CO2 par les
bactéries héterofermentaires s'accumule dans la cloche ce qui est absent chez les

homofermentaires (Berradia, 2016)

3.5.3.5  Galerie Api 50 CHL
La galerie Api50 CHL (Bio Mérieux, France) permet une identification des bactéries
lactiques. Elle est constituée de 50 micro tubes permettent 1’é¢tude de la fermentation du
substrat appartenant a la famille des hydrates de carbone.
Préparation de la galerie
Cette galerie est constituée de 5 bandes comprenant chacune 10 tubes numérotés.

e Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de 1’eau dans les alvéoles

pour créer une atmosphere humide.

e Déposer stérilement les galeries dans la boite d’incubation.
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Préparation de I’inoculum
Faire une suspension bactérienne dans le milieu 50 CHL, d’opacité 1égere avec une seule
colonie prélevée sur un milieu gélosé.
Inoculation de la galerie
e Répartir la suspension bactérienne a 1’aide d’une pipette pasteur stérile dans les 50
tubes de la galerie
e Incuber la galerie a 37°C pendant 24h.
e Durant I’incubation, la fermentation des sucres est indiquée par le virage de couleur au
jaune due a I’acidification du milieu, les résultats sont lus apres 24h.
e L’interprétation des résultats est faite par logiciel Api Web (Bio Mérieux) pour

identifier les bactéries lactiques
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FIGURE 9 : LA GALERIE API 50 CHL (B10 MERIEUX, FRANCE).

3.6 Etude de P’activité antimicrobienne

3.6.1 Les souches de références utilisées

L’¢étude de I’activité antimicrobienne du colostrum et des souches lactiques isolées de ce

dernier a été testée contre les souches de références mentionnées dans le tableau 4 par la

méthode des puits et la méthode des disques.
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Tableau 4 : Les souches de références utilisées dans 1’étude.

Les souches bactériennes ATCC
Staphylococcus aureus 6538 ATCC
Pseudomonas aeruginosa 27853 ATCC
Escherichia coli 25922 ATCC
Micrococcus luteus 15307 ATCC
Klebsiella pneumoniae 700602 ATCC
Enterococcus faecalis 49452 ATCC

3.6.2 Méthode des puits

e Les bactéries lactiques sont cultivées dans le milieu MRS liquide18h a 30°C, puis
centrifugées a 4000 tours /minute pendant 15min.

e Des puits stériles sont créés sur une gélose nutritive avec une pipette pasteur stérile
inoculée par la souche indicatrice et remplis avec 100 puL du surnageant de la culture.
Les boites de Petri sont ensuite placées a une température basse pour favoriser la
diffusion des substances antibactériennes (Doumandji ef al., 2010) ; puis incubées a
37°C.

e Apres 24h d’incubation la présence de zones d’inhibition autour des puits est

indicatrice de I’activité inhibitrice des bactéries lactiques (Hwanhlem et al., 2011).

FIGURE 10 : LA METHODE DES PUITS
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Méthode des disques

Les suspensions bactériennes des souches indicatrices ont été préparées 24 h avant,

ajusté a 10° UFC /mL et étalées 4 la surface de la gélose M.H 4 ’aide d”un écouvillon.

Les bactéries lactiques sont cultivées dans le milieu MRS liquide 18h a 30°C, puis
centrifugées a 4000 tours /minute pendant 15min

Des disques sont imprégnés de 100 pLL du surnagent de la culture et sont déposés
délicatement sur la surface de la gélose inoculée a 1’aide d’une pince stérile.

Les boites sont incubées a 37°C pendant 24h.

La lecture des résultats se fait par la mesure de diamétre de zone d’inhibition
représentée par une zone claire autour des disques, alors que I’absence de croissance
microbienne se traduit par un halo translucide (Tadesse ef al., 2004). La méthode est

illustrée dans la figure 12 :

Halo d' inhibition

*,,W \\L‘;‘M

Disque d'antibiotique

d : diametre d' inhibition

FIGURE 11 : LA METHODE DES DISQUES
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CHAPITRE IV : RESULTAT ET DISCUSSION

RESULTAT ET DISCUSSION
4 RESULTAT DU PRELEVEMENT

Le colostrum bovin, avec sa composition unique comprenant des minéraux, des vitamines,
des facteurs immunisants, des facteurs de croissance et des substances antimicrobiennes, et est
largement reconnu comme un remede naturel précieux pour les veaux nouveau-nés ainsi que
pour les étres humains. En effet, En tant que complément alimentaire, le colostrum est
largement utilisé pour améliorer la santé et le bien étre des individus (Boudry et al., 2009 ;
Nakamura et al., 2003 ; McGrath et al., 2016). Les caractéristiques du colostrum prélevé
sont résumées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Les caractéristiques du colostrum bovin

Origine Temps de Couleur Viscosité

prélévement

Bovine 6 jours apres Jaune Tres élevée
la mise en rougeatre

bas

Dans cette étude nous avons prélevé le colostrum de vache de la région de Bensakrane dans le
but de rechercher des bactéries lactiques bénéfiques.
Le colostrum été prélevé apres 6 jours de mise en bas de la vache, de couleur jaune rougeatre
due a la présence de caroténoides et de cellules sanguines, d’un Ph de 6.3 et d’une viscosité
trés ¢levée due a sa forte teneur en protéines et en composants solides ce qui le rend différent
du lait mature .

4.2 Isolement et purification des bactéries lactiques
Cette étude a pour but d’isoler des souches a partir du colostrum bovin et de les identifier par
les procédures phénotypiques conventionnelles basées sur les tests morphologiques et
biochimiques. L’échantillonnage des prélévements a permis 1’isolement de deux souches sur
le milieu sélectif pour bactéries lactiques MRS, g
ces deux caracteres, laissent supposer leur prolacic uppusicnunce wu givupe usvo vuvieraos
lactiques.

4.3 Identification des souches lactiques

4.3.1 Caractérisation macroscopique
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Cette ¢tude consiste a observer a 1'eeil nu 'aspect des cultures en milieu gélosé (MRS), elle

permet aussi de déterminer la forme, la couleur et I'aspect des colonies.

Sur le milieu MRS l'observation macroscopique a montré que les souches ont données des

colonies de petites tailles lenticulaires parfois circulaires d’une couleur blanchatre ou

transparente et llisse comme montre la (Figure 13).
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Figure 12 : Aspect macroscopique des souches lactiques isolées surmilieuMRS

4.3.2 Caractérisation microscopique

L’examen microscopique a été réalisé apres une coloration de Gram.
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Figure 13 : Observation microscopique des souches isolées a partir du colostrum

Dans notre étude les bactéries isolées sur MRS a partir du Colostrum été des bacilles Gram

positif comme le montre la figure 14.
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Les bactéries lactiques peuvent se présenter comme des batonnets ou coccobacilles
(Kandler et Weise, 1986)
4.3.3 Caractérisation biochimique et physiologique
4.3.3.1 Test catalase
L’analyse de ces résultats montre que les isolats ne possédent pas une activité¢ catalytique
(absence de dégagement gazeux), et donc elles sont catalase négative ce qui permet de les
joindre aux bactéries lactiques qui présentent cette caractéristique selon (Savadago et Traore,
2011).
4.3.3.2 Type fermentaire
La recherche du type fermentaire était réalisée sur un bouillon MRS liquide additionné d’une
cloche de Durham.
Les résultats obtenus ont montré I'absence de la production de gaz CO, a partir du glucose,
donc nos isolats lactiques sont des homofermentaires (Figure 16).
Les bactéries homofermentaires sont connues sous le nom de bactéries homolactiques,
spécialisées dans la fermentation du glucose produisant principalement de ’acide lactique

sans production de dioxyde de carbone (Vandamme ef al., 1996).

Figure 14 : Résultats obtenus pour la mise en évidence du type fermentaire sur milieu
MRS contenant la cloche de Durham.

4.3.3.3 Croissance a différentes Températures
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Les souches lactiques isolées a partir du colostrum de vache ont été testées pour leurs
capacités a croitre a des températures de 37°C et 45°C.

Nos résultats indiquent que les souche que nous avons isolées a pu se développer a une
température de 37°C, et a montré une croissance favorable a une température élevée de 45C°
4.3.3.4 Croissance a différents pH

La croissance des souches isolées a partir du colostrum de vache ont été testées sur milieu
MRS avec différents pH : 3, 3.5 ,4, 4.5, 5.4,6.5.

Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Présentation des caracteres physiologiques de la souche lactique isolée.

S2 - - - + + + +

Tous les isolats obtenus du colostrum de vache ont pu se développer a un pH de 4.5 et 6.5 et
ils font partie des bactéries lactiques acidophiles. Les acidophiles sont des organismes qui
s’adaptent a des environnements trés acides ou ils prospérent malgré des conditions
corrosives.

Les microorganismes acidophiles sont importants pour la compréhension de la biodiversitg,
I’exploration de nouveaux habitats, ainsi que pour des applications industrielles spécifiques
nécessitant une adaptation aux environnements acides(Lund et al., 2020).

4.3.3.5 Résultats de ’identification primaire

Les résultats des méthodes phénotypiques appliquées pour 1’identification des souches

lactiques sont regroupés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Critéres d’identification des isolats lactiques du genre Lactobacillus.

S1 Ovoide Bacille - Homofermentaire
Gram+

S2 Ovoide Bacille - Homofermentaire + + O R N e
Gram+

Selon les tests préliminaires réalisés les souches S1 et S2 isolées du colostrum de vache

présentes les caractéristiques des bactéries du genre Lactobacillus a savoir : des bacilles Gram
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positif, catalase négative, homofermentaire qui se développe a une température de 45°C et a

des pH de 4.5, 5 et 6.5 comme il est indiqué dans le (Tableau 7).

Les résultats obtenus sont comparables a ceux de (Ameur et al., 2021) le colostrum bovin ou
il a démontré que les Lactobacillus étaient trés abondants dans le colostrum par rapport a
d’autres genres de bactéries. Aussi 1’é¢tude de (Boutamdjet et Benmahmoud, 2013) qui
confirment I’abondance des lactobacillus dans le lait cru de vache.

(Bellal, 2018) dans son ¢tude surle lait de chamellea identifi¢ le genre Lactobacillus comme
des homofermentaire, qui se développent a un pH de 4.5 et 6.5 et qui résistent a des

températures de 63.5 et 55°C pendant 30 min.

(Hssaine, 2013)a trouver aussi que les lactobacillus poussent a des températures de 15°C,
alors que (Bougarra, 2012)a isol¢ des Batonnets homofermentaires qui peuvent se
développer a 10°C et seulement certains nombres de lactobacillus a 45°C. Les résultats de ces
deux études indiquent que les lactobacilles peuvent se développer a différentes températures,
avec des capacités variables en fonction des souches. Certains lactobacilles peuvent prospérer
a des températures aussi basses que 10°C tandis que d’autres peuvent tolérer des températures
plus élevées jusqu’ a 45°C. Ces adaptations de températures sont importantes pour la survie et

la croissance des lactobacilles dans différents environnements (Bougarra, 2012).

Les lactobacillus sont des bactéries lactiques essentielles, car la plupart d’entre elles
produisent de 1’acide lactique, créant ainsi un environnement acide qui inhibe la croissance
des bactéries pathogénes. Ils jouent un réle important dans 1’industrie alimentaire notamment
dans la production de fromage, d’aliments fermentés et d’aliments pour animaux.

En outre, certaines lactobacillus peuvent avoir des propriétés thérapeutiques potentielles telles
que des effets anti-inflammatoires et anti- cancéreux. Certaines lactobacillus, comme
Lactobacillus plantarum peuvent également étre utilisés comme probiotiques (Schleifer et

Stackebrand, 1983 ; Pilet et al., 2005).
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4.3.3.6 Profil fermentaire de la souche lactique sur la galerie Api SOCHL

Le systtme API 50 CHL a été utilis€ pour déterminer la production d’acide a partir des

hydrates de carbones.

L’identification est faite par la galerie API 50 CHL en s’appuyant sur les profils obtenus et en

comparant avec les données de la littérature

CHAPITRE IV : RESULTAT ET DISCUSSION

Tableau 8 : Profil fermentaire des souches isolées par la galerie 50 CHL.

RIS\ N R RN =D

21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

Test/Isolats
Témoin
Glycérol

Erythritol
D- Arabinose
L -Arabinose

D-Ribose

D-Xylose

L-Xylose

D-Adonitol

Méthyl-BD-Xylopyranoside

D-Galactose
D-Glucose
D-Fructose
D-Mannose
L-Sorbose
L-Rhamnose
Dulcitol
Inositol
D-Mannitol
D-Sorbitol
Méthyl-aD-

Mannopyranoside

Méthyl-aD-

Glucopyranoside
N-Acétylglucosamine

Amygdaline
Arbutine

Esculine citrate de fer

Salicine
D-Cellobiose
D-Maltose
D-lactose
D-Melibiose
D-Saccharose
D-Tréhalose
Inuline
D-Mélézitose
D-Raffinose
Amidon
Glycogene
Xylitol
Gentiobiose
D-Turanose
D-Lyxose
D-Tagatose
D-Fucose

o+

on
*

S R SR

+ +
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44 L-Fucose - -
45 D-Arabitol - -
46 L-Arabitol - -
47 Potassium Gluconate + +
48 Potassium 2-Cétogluconate

49 Potassium 5-Cétogluconate - -

Lactobacillus plantarum

Les souches S1 et S2 isolées du colostrum de vache et identifiées par galeries 50 CHL
fermente la majorité des sucres, elle ne fermente pas le xylose, I’inositol et dégrade
légerement le rhamnose. Selon les résultats obtenus a partir de I’identification par la galerie
API 50 CHL, la souche a ét¢ identifiée comme ¢étant Lactobacillus plantarum.

Lb. Plantarum, comme 1’indiquent leur profil fermente 1’arabinose, cellobiose, lactose,
maltose, melibiose, raffinose, ribose, saccharose et tréhalose (Sharp 1979 ; Balowss et al,
1991). Cette souche est incapable d’utiliser le rhamnose, tandis que ’utilisation du sorbitol et
xylose est variable et semble étre dépendent des souches.

(Mami et al., 2010) ont réussi a isoler avec succes Lactobacillus plantarum a partir du lait cru
de vache démontrant ainsi la présence de cette souche bactérienne spécifique dans ce type de
sources laiticres.

Une autre recherche réalisée par (Belarbi, 2010) a permis de mettre en évidence la présence
de cette souche spécifique des bactéries lactiques dans le lait provenant de vache.

L’espéce Lactobacillus plantarum se présente sous forme de batonnets ou de chaines courtes
(Bougois et Larpent, 1996). On la retrouve dans divers produits tels que les produits laitiers,
les olives, le levain de panification, certains fromages et poissons (Desmazaud, 1996).
Lactobacillus plantarum a la capacité de synthétiser ’enzyme pyruvate oxydase qui entraine
la libération de peroxyde d’hydrogéne a partir du glucose. De plus, lorsque le glucose est
épuisé, cette espece peut également libérer du peroxyde d’hydrogéne a partir du lactate
(Dacosta, 2000).

Sur le plan sérologique, Lactobacillus plantarum fait partie du groupe D, elle est capable de
fermenter le lactose le saccharose, le mélibiose, 1’arabinose ainsi que la xylose, mais elle ne
fermente pas le rhamnose (Pulmmer et al., 2004).

Elle fait partie des probiotiques reconnus par I’autorité européenne de sécurité des aliments du

fait de son utilisation et inoffensive pour la santé.
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(Albenzio et al., 2001 et Amarita et al., 2001), il a démontré que Lactobacillus plantarum
joue un role significatif dans le développement de 1’ardme du fromage. Des recherches
menées par ( Yiu. S.H, 1985 ;Somers et al .,2001) ont révélé que cette espece contribues a la
production d’un agent antimicrobien protecteur dans le fromage.
4.4 Etude de ’activité antimicrobienne

4.4.1 Activité antimicrobienne du colostrum bovin

Dans un premier temps nous avons testé 1’effet antimicrobien du colostrum isolé de vache de
la région de Tlemcen, vis-a-vis des souches de références : Staphylococcus aureus 6538,
Pseudomonas aeruginosa 27853, Escherichia coli25922, Micrococcus luteus 15307,

Enterococcus faecalis 49452 et Klebsiella pneumoniae 700602.

L’activité antimicrobienne a été déterminée par deux techniques : la technique des puits et la
technique des disques, les deux techniques sont des méthodes de diffusion sur milieu gélosé
(Sacchetti et al., 2005 ; Celiktas et al., 2007). Les résultats obtenus sont représentés dans le

tableau 9 et la figure 17.

Tableau 9 : Tableau montre résultats d’interaction entre le colostrum et les souches pathogénes

Les souches indicatrices Diamétre de zone
d’inhibition
Me¢éthode des puits
Staphylococcus aureus 6538 1.3 mm
Pseudomonas aeruginosa 27853 3.3 mm
Escherichia coli 25922 -

Micrococcus luteus 15307 -
Enterococcus faecalis 49452 -

Klebsiella pneumonia 700602 1.3 mm

(-) : absence d’inhibition (pas d’interaction). Les résultats montrent que le colostrum bovin a
un effet inhibiteur contre les souches Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et
Klebsiella pneumoniae avec des diamétres respectivement de 1.3 mm et 3.3 mm. Les résultats

obtenus dans cette étude sont similaires a ceux rapportés par (Jard et al., 2015). IIs indiquent
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que la lactoferrine présente dans le colostrum de différentes espeéces animales, y compris le

colostrum bovin posseéde des propriétés bactéricides et bactériostatiques.

L’¢tude de (Jard et al., 2014) a montré que le colostrum camelin a une activité
antibactérienne ¢levée contre E. coli. (EL-Agamy ef al., 1992 ; Benkkerroum et al., 2004),
ont ainsi noté que les protéines du colostrum bovin possédent une activité nulle contre les
bactéries Gram positives et les bactéries Gram négatives par contre les protéines du colostrum
camelin posséde une activité antimicrobienne trés €levée contre ces bactéries. En effet, un
grand nombre d’études démontrent que le colostrum possede un effet bactéricide et
bactériostatique, trés important et il contient plusieurs molécules biologiquement actives

(Pakkanen ef al.,1997).

Le colostrum est un excellent antibactérien car il contient des anticorps, des facteurs
antimicrobiens comme la lactoferrine, le lysozyme, des hormones et les facteurs de
croissance. Tous ces éléments garantissent une protection générale et locale contre les
bactéries, les virus ou les parasites (Piot et al., 2004). Par contre dans notre étude le colostrum
n’a pas d’effet sur les souches E. coli 25922, Micrococcus luteus 15307 et Enterococcus
faecalis 49452 avec des diametres inférieurs a 1 mm. Ceci est le cas de (Abdel Gawad et al.,
1996 ; Kappeler et al., 2004), ou ils n’ont pas trouvé d’effet inhibiteur contre ces mémes
souches. Cette absence d’effet inhibiteur peut étre expliquée par le fait que le colostrum est
déficient en quelques protéines de reconnaissance du peptidoglycane (PPGGP) ou peut étre
due a un faible taux de lactoferrine qui est un facteur antibactérien fréquent et puissant présent

dans le colostrum, exprimé a 0.50 g/L au deuxiéme jour apres la mise en bas.

Cependant, malgré le rdle antimicrobien et nutritionnel important du colostrum sont
utilisation doit étre contr6lé puisqu’il peut €tre également une source de transmission d'agents
pathogénes dangereux tels que les agents de la tuberculose, les mycoplasmes et autres

bactéries.
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Figure 15 : L activité antimicrobienne du colostrum vis-a-vis de Staphylococcus aureus,

Klebsiellapneumoniae et Pseudomonas aeruginosa.

4.4.2 Activité antimicrobienne de la souche lactique isolée

Afin d’évaluer l'effet antimicrobien de la souche lactique Lactobacillus plantarum isolée du
colostrum, notre choix s'est donc porté sur deux méthodes largement utilisées : la méthode des

disques et la méthode des puits (Tadesse et al., 2004 ; Barefoot et Klaenhammer, 1983).

Tableau 10 : Les résultats d’interaction entre Lactobacillus plantarum et les souches

pathogenesde S1

Les souches indicatrices Diameétre de zone d’inhibition

Méthode des puits = Méthode des disques

Staphylococcus aureus 6538 - -

Pseudomonas aeruginosa 27853 - -

Escherichia coli 25922 - -

Micrococcus luteus 15307 - -

Enterococcus faecalis 49452 - -

Klebsiella pneumonia 700602 - -

Selon le tableau 10 dans ce test, aucune zone d’inhibition n'été observé autour des disques et
des puits ceci malgré de nombreuses répétitions.

Les résultats des interactions ont montré que notre souche isolée du colostrum Lactobacillus
plantarum n'a pas formé des zones d’inhibition, cela indique qu’elle ne posséde aucune

activité antibactérienne contre les souches Staphylococcus aureus 6538, Pseudomonas
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aeruginosa 27853, Escherichia coli 25922, Micrococcus luteus 15307, Enterococcus faecalis

49452 et Klebsiella pneumonia 700602.

Les résultats de (Belarbi , 2011) concordent avec ceux obtenus, ils indiquent qu’il y’a pas
formation de zones d’inhibition autour des puits lors de I'utilisation de souches lactiques du
genres Lactobacillus plantarum isolée du lait de vache et de chevre que ce soit avec cultures

de bactéries ou des filtrats de culture bactériennes.

(Allouche et al., 2010) ont constaté que les lactobacilles ont une activité antimicrobienne
contre les souches Gram positives notamment S. aureus avec une zone de 12 mm et une
activité nulle contre les souches Gram négative représentée par E. coli. Alors que (Mameche,
2008) a montré que les lactobacilles ont une activité¢ inhibitrice sur les bactéries a Gram

négatif supérieure a celle observé contre les souches pathogenes a Gram positif.

Les résultats de (Rahli , 2015) indiquent que les bactéries lactiques sont capables de produire
des substances inhibitrices ayant une activité antimicrobienne mais elles ne présentent pas le
méme spectre d'action vis-a-vis des especes pathogenes. La plupart des bactéries lactiques

sont actives sur les bactéries Gram positif mais pas tous sur les bactéries a Gram négatif.

(Onda et al., 2003) suggerent que les bactéries Gram positif sont plus sensibles a l'effet
bactéricide des bactéries lactiques. Cette activité antimicrobienne des souches lactiques est
due a la synthése de nombreux agents antimicrobiens comme l'acide lactique qui inhibe
plusieurs genres de bactéries grace a son pouvoir acidifiant du milieu, a cela s'ajoute aussi
l'effet du H,O, libéré par ces souches et qui inhibe les bactéries qui ne possedent pas de

défenses contre le stress oxydatif.

47/74



CHAPITRE IV : RESULTAT ET DISCUSSION

PN ﬂ

-

] .
! -

Figure 16 : L’absence de I’activité antimicrobienne de la souche Lactobacillus isolée contre les

six souches indicatrices
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CONCLUSION ET PERSPECTIVE

Les bactéries lactiques jouent un rdle essentiel dans la bioconversion des aliments et dans la
biothérapie grace a leur capacité d'inhiber des bactéries pathogenes par la synthése de

plusieurs métabolites ayant des propriétés antimicrobiennes tell que les bactériocines.

Le but de ce travail de mémoire est d'isoler des bactéries lactiques du colostrum de vache

provenant de la région de Bensakrane-Tlemcen- et d’étudier ces propriétés antimicrobiennes.

Parmi les genres des bactéries lactiques, on a pu a isoler une souche de Lactobacillus
plantarum. (Cette souche est connue par son utilisation dans les fermentations industrielles et
le traitement des aliments crus grace a leur effet probiotique et bénéfique pour la santé. Elle
est réputée aussi pour ses propriétés probiotiques, ce qui signifie qu’elle peut contribuer au
maintien de 1’équilibre de la flore intestinale et favoriser une bonne santé digestive. Son
utilisation dans I’industrie alimentaire est courante en raison de ses capacités de fermentation,

sa capacité a amélioré la conservation et la qualité des aliments.

Le colostrum et la souche isolée sont été testé¢ pour déterminer leur activité antimicrobienne
vis-a-vis de souches de référence du genre: (Staphylococcus aureus, Micrococcus,
Enterococcus faecalis) (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella) par des

méthodes de diffusion sur gélose.

Les résultats d'inhibition montrent que le colostrum bovin présente une activité
antibactérienne contre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella
pneumoniae et ne présente aucune activité antimicrobienne contre FEscherichia coli,
Enterococcus faecalis et Micrococcus. Par contre la souche Lactobacillus plantarum isolée du
colostrum de vache ne présente aucun effet contre ces mémes bactéries. Ces observations
nous amenent dans un premier temps a ¢€largir notre recherche et isolées d’autres genre de

bactéries lactiques du colostrum qui serai susceptible d’avoir un effet antibactérien.

e Application de génie génétique pour l'identification des souches isolées.
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e [l serait aussi intéressant de faire une caractérisation plus profonde et une purification
des substances inhibitrices produite par le colostrum bovin pour les utiliser plus tard

dans le traitement de diverses infections d’origine bactériennes
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Annex I: Milieux de cultures

Milieux de cultures Composition par Litre

BHIB 1 L d’eau distillé
500 g BHIB en poudre
GéloseMuellerHinton 1 L d’eau distillé

17 g poudre Agar -Agar
21 g Hinton liquide

GéloseMRS 1 L d’eau distillé
67.3 g Agar MRS
Gélose nutritive 1 L d’eau distillé

28 g Nutriant agar

Annex II :Coloration de Gram
La coloration de Gram a été effectuée selon le protocole suivant :
- Réaliser un frottis bactérien et le fixer.

- Colorer en violet de gentiane phénol environ 1 min

- Laver a l'eau distillé(ou I'eau de robinet)

- Faire agir la solution de Lugol durant environ 30 secondes
- Laver a I'eau distillé(ou 1'eau de robinet)

- Faire agir alcool durant 10 secondes

- Laver a l'eau distillé

- Colorer a la fuschine phénol en quelques secondes

- Laver a l'eau distillé

Observer apres séchage a I’'immersion (objectif x100) et a plein [umiére.
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Résumé

Il est désormais établi que le colostrum bovin est non seulement important pour la croissance
du veau nouveau-né mais aussi il peut étre utilisé par les étres humains grace a ses bienfaits et
ses composants qui sont nécessaires pour traiter diverses maladies.

Le colostrum est riche en bactéries lactiques qui ont la propriété de synthétiser de nombreuses
substances antimicrobiennes susceptible d’étre utilisées dans plusieurs domaines.

Dans cette étude nous avons prélevé du colostrum a partir de vache qui proviennent de la
région de Bensakrane-Tlemcen et nous avons étudi¢ I’effet du colostrum et des bactéries
lactiques isolées de ce dernier contre plusieurs souches bactériennes par la méthode de
diffusion sur milieu gélose.

L’¢étude des caractéristiques morphologiques physiologiques et biochimiques, on a permit
I’identification de la souche Lactobacillus plantarum.

Les résultats d’interaction de notre souche avec la méthode des disques et des puits a donner
des résultats négatives vis a vis des souches indicatrices par contre I’étude du colostrum a
donné un effet inhibiteur contre les souches Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae avec des diamétres del.3 mm a 3.3 mm et aucun effet n’a
ét¢ remarqué contre les souches Escherichia coli, Micrococcusluteus, Enterococcus
faecalis.Ces observations nous amenent a ¢élargir notre recherche et isolées d’autres genre de
bactéries lactiques du colostrum de vache qui serai susceptible d’avoir un effet antibactérien
et de mieux caractérisé le colostrum de vache.

Mots-clés : colostrum, les bactéries lactiques, I’activité antimicrobienne, Lactobacillus
plantarum, méthode des disques, méthode des puits.

Summary

It is now established that bovine colostrum is not only important for the growth of the
newborn calf but also it can be used by human beings thanks to its benefits and its
components which are necessary to treat various diseases.
Colostrum is rich in lactic bacteria which have the property of synthesizing many
antimicrobial substances that can be used in several areas.
In this study we took colostrum from cows from the Bensakrane- Tlemcen region and we
studied the effect of colostrum and lactic acid bacteria isolated from it against several
bacterial strains by the diffusion method on agar medium.
The study of the physiological and biochemical morphological characteristics allowed the

identification of the strain Lactobacillus plantarum.
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The result of interaction of our strain with the method of discs and wells to give negative
results with respect to the indicator strains on the other hand the study of the colostrum gave
an inhibitory effect against the strains Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae with diameters of 1.3 mm to 3.3 mm and no effect was noticed against
strains Escherichia coli, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis.

These observation lead us to expand our research and isolate other genera of lactic acid
bacteria from cow colostrum which would be likely to have an antibacterial effect and to
better characterize cow colostrum.

Keywords: colostrum ,lacticacidbacteria, Lactobacillusplantarum, inhibitoryeffect.
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