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Résumé : 

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes naturellement présents dans colostrum et le 

lait, due à leurs propriétés de produire des substances antimicrobiennes, elles sont utilisées 

dans la fermentation et dans la bio préservation des aliments. 

Dans cette étude, la recherche des souches de bactéries lactiques a été entreprise à partir du 

colostrum de chèvre et de vache. 

Le screening primaire des bactéries lactiques à partir du colostrum de chèvre et de vache a 

permis d'obtenir 3 souches (Gram +, catalase -) qui ont été purifiées et conservées. 

L'étude des caractéristiques phénotypiques, biochimique et physiologique (Type fermentation, 

croissance en présence NaCl 3,5%, croissance à pH 4,8 et pH 6,5, test de croissance à 

différentes températures 30°C, 37°C et 45°C) on permis une pré-identification de : 

Lactococcussp.,Lactobacillussp., Streptococcus sp. 

La souchelactique isolée Lactococcussp.a été testée pour son effet antibactérien contre une 

souche clinique EntérococcusfaecalisATCC29212, l'interaction de notre souche lactique et 

Entérococcusfaecalisa donné des résultats positifs traduits par des zones d’inhibition de la 

croissance de la souche clinique. 

 

Mots clés : Bactéries Lactiques, Lactococcussp.,Lactobacillussp.,Streptococcussp.,inhibition  

. 

 

 

 

 

 



Abstract: 

 Lactic acid bacteria are microorganisms naturally present in colostrum and milk, have the 

property of producing antimicrobial substances and they are used in fermentation and 

biopreservation of foods.  

The research of lactic acid bacteria strains has been undertaken from goat and cow colostrum.  

The isolation of lactic acid bacteria from goat and cow colostrum allowed us to obtain 3 

strains (Gram +, catalase -) which were purified and preserved. The study of phenotypic, 

biochemical and physiological characteristics (fermentation type, growth in the presence of 

Nacl 3.5%, growth at pH 4.8 and pH 6.5, growth test at different temperatures 30°C, 37°C and 

45°C) allowed a pre-identification of:Lactococcus sp.,Lactobacillus sp.,Streptococcus sp.  

Lactococcus sp. Was tested for its antibacterial effect against Enterococcus faecalis 

ATCC29212, the interaction of our lactic strain and Enterococcusfaecalis gave positive 

results observed by zones of inhibition.  

 

Key words: Lactic acid bacteria, Lactococcus sp.,Lactobacillus sp. ,Streptococcus sp. 

Interaction. 

 

 

 

 

 

 

 



 

:الملخص   

نهب خبصُت إَخبج يىاد يضبدة نهًُكزوببث و ، و انحهُب أبكخزَب حبيض انلاكخُك هٍ كبئُبث دقُقت  يخىاخذة طبُعُب فٍ انهب

 انبحث عٍ طلالاث بكخُزَت  يُخدت نهًىاد انًضبدة   نهًُكزوببث قذ حى عهً الأغذَتإٌفهٍ حظخخذو فٍ انخخًُز و حفظ 

 .يظخىي نبً انًبعش و انبقز 

يىخبت انصبغ نغزاو ، طبنبت ) طلالاث  3عشل بكخُزَب حًض انلاكخُك يٍ نبً انًبعش و انبقز قذ طًح نُب نهحصىل عهً 

 انخٍ حى حُقُخهب  و حخشَُهب  (انكخلاس

َىع انخخًز ، انًُى فٍ وطظ َحخىٌ عهً كهىرَذ انصىدَىو  )دراطت انخصبئص انًظهزَت انبُىكًُُبئُت وانفُشَىنىخُت 

  ( درخت يئىَت45 ,37 ,30انًُى فٍ وطظ حبيضٍ و يعخذل ، و اخخببراث ًَى فٍ دراخبث حزارة يخخهفت , % 3,5بخزكُش 

 وَخُزوكىكىص أضذ نهبكخُزَب انًضبد هبرثٍأنجو لاكخى بظُهُظىطخزا بخىكىكىص كىكىص لاكخى اخخببريكُُب حقزَبب يٍ ححذَذ 

 . حثبُظ يلاحظخهبعبزيُبطق ًَكٍ اَدببُت َخبئححُب اعظ فُكبنُض واوَخُزوكىكىص طلانخُب بٍُ انخفبعم فُكبنُض

 

Lactococcussp.,Lactobacillussp., Streptococcus :   الكلمات المفتاحية   
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L’utilisation des antibiotiques contre les diverses pathologies et intoxication alimentaires à 

conduit à l’émergence du phénomène d'antibiorésistance menaçant la santé publique. 

Pour faire face à ce problème, les études récentes se sont orientées vers la rechercher de 

substances naturelles comme les bactériocines produites par les bactéries lactiques qui ont la 

propriété de réduire considérablement la présence des microorganismes indésirables et 

nuisibles. 

Le colostrum contient de nombreux types de constituants bio-fonctionnels, notamment des 

facteurs de croissance, des composés antimicrobiennes et des composants immunisés, ainsi que 

des nutriments tels que la caséine, le lactose, les lipides, les vitamines et les minéraux 

(Nakamuraet al., 20003). 

Les bactéries lactiques forment un groupe de bactéries bénéfiques pour l’homme. Elles 

sont utilisées depuis des millénaires dans la production de nombreux aliments. Par leurs 

différentes propriétés technologiques, elles contribuent à la texture, ainsi qu’à la flaveur 

des aliments, notamment par la production de composés aromatiques, elles améliorent 

la conservation de l’aliment par l’abaissement du pH et la production de plusieurs 

métabolites ayant un effet antimicrobien (Piard&Desmazeaud, 1991; 

Dortu&Thonart, 2009; Moraeset al., 2010.) (2) 

Les bactériocines sont des peptides produites par des genres bactériens possédant des 

activités antimicrobiennes spécifiques contre les bactéries des espèces apparentées,sans 

être létales à la souche productrice (Bayoubet al ,2006). Actuellement, elles sont 

utilisées pour le bio-contrôle de divers agents responsables de toxi-infectieux 

alimentaire : les Staphylococcus aureus, listériosemonocytogéne , Escherichia coli , 

Salmonella spp , clostritiumbotulinum ( Hampikyanet al ., 2009 ; Gao et al., 2008 ) 

Dans ce contexte, ce travail de mémoire avait pour objectif : 

 Screening des bactéries lactiques du colostrum des mammifères (vache,chèvre) 

 La mise en évidence de l’activité antagoniste des souches de bactéries lactiques vis -à- 

vis de certain souche pathogène. 

 Optimisation des paramètres de croissance des souches des bactéries lactiquesisolées à 

partir du colostrum
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I.  Colostrum de vache et de chèvre  

I.1. Colostrum 

I.1.1.  Définition 

    Le colostrum est le premier aliment naturel du nouveau-né. Fournisseur de nutriments     

essentiels tels qu’acides aminés, acides gras, vitamines et minéraux, le colostrum 

apporte également d’importantes molécules bioactives essentielles à des fonctions 

spécifiques. Parmi ces molécules, les principales sont des promoteurs de croissance, des 

facteurs immuno modulateurs ainsi que des facteurs antimicrobiens qui protègent le 

nouveau-né contre les infections et les agressions des on environnement 

(Boudryetal.,2009). 

I.1.2. Caractéristiques nutritionnelles de Colostrum 

 Les avantages nutritionnels du colostrum ont été largement documentés (Houseret 

al.,2008). Le colostrum de la vache contient des taux plus élevés de vitamines, 

notamment de 222666D-carotène, vitamines A, E, D et B; il contient également plus de 

minéraux (sels de fer, de magnésium et de sodium) et moins de matières grasses et de 

glucides que le lait normal. Il se caractérise avant tout par une teneur élevée en 

protéines totales (15,4-15,7%), composée en majorité a-lactalbumin (a-La), ß-

lactoglobulin(ß-Lg) et notamment d’IgG1, d’IgG2, d’IgM et d’IgA, de peptides 

(lactoferrine, transferrine), hormones (insuline, prolactine, d’hormones thyroïdiennes, 

cortisol) et de facteurs de croissance (Bernabucciet al., 2013).  

 

I.1.3. Substances antimicrobiennes du Colostrum bovin 

      La lactoperoxidase, la lactoferrine et le lysozyme sont les facteurs antibactériens 

les plus décrits du colostrum bovin. La lactoperoxidase est une enzyme naturelle qui 

catalyse l’oxydation des thiocyanates en présence de peroxyde d’hydrogène induisant la 

production de composés actifs à large activité antibactérienne. La lactoferrine, en 

captant le fer libre, exerce une action bactériostatique sur les bactéries dans l’intestin. 

Finalement, le lysozyme est une enzyme ayant pour substrat la couche de 

peptidoglycanes de la paroi des cellules bactériennes entraînant la lyse decelles-ci 

(Boudry et al., 2009). 
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II.  Bactéries lactiques 

II.1. Définition et caractères généraux 

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes(unicellulaire), procaryotes, Gram-positives, 

hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles sont le plus souvent immobiles, non sporulées, 

catalase négative, oxydase négative, anaérobies facultatives, micro aérophile, Ces bactéries 

peuvent avoir des formes de bâtonnet ou de coque (Savadogo et Traore, 2011). 

 

 Les bactéries lactiques ont en commun la capacité de fermenter les sucres en acide lactique. 

Certaines sont dites homo-fermentaires car elles produisent très majoritairement de l’acide 

lactique alors que d’autres sont dites hétéro-fermentaires et produisent de l’acide lactique en 

même temps que d’autres composés (acétate et éthanol En général) (Drouault et 

Corthier,2001). 

 

Les bactéries lactiques colonisent de nombreux produits alimentaires comme les produits 

laitiers, la viande, les végétaux et les céréales et font partie de la flore intestinale et vaginale 

humaine ou animale (Dortu et Thonart, 2009).   

 

  Elles contribuent à la texture, à la saveur des aliments et à la production de composés 

aromatiques (Tailliez, 2001). Mais aussi contribuent à l’amélioration de la durée de vie des 

aliments et la sécurité en produisant plusieurs métabolites antibactériens (Belgacemetal., 

2008). 

 

Les bactéries lactiques utilisées dans l’alimentation sont considérées comme non pathogènes 

et se voient attribuer le qualificatif anglo-saxon d’organismes GRAS (GenerallyRegarded 

As Safe) 
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II.2. Taxonomie  

 La classification phénotypique des bactéries lactiques est fondée sur la morphologie, la 

croissance à différentes températures, le mode de fermentation des sucres, la capacité de 

croissance à différentes concentrations de sel, la tolérance aux pH acides et alcalins. 

 

La configuration de l’acide lactique, l’hydrolyse de l’arginine et la formation d’acétoine. Par 

ailleurs, une classification selon la composition de la paroi cellulaire (de Ambrosini et al., 

1996) incluant la nature des acides gras qui la composent, a été proposée (Gilarováet al., 

1994 ; König&Fröhlich, 2009). 

 

 

Figure 1. Arbre phylogénique des bactéries lactiques avec les genres Aerococcus, 

Bacillus,Listeria et Staphylococcus(Axelsson, 2004). 

 

II.3. Propriétés technologiques  

a. Capacité acidifiante  

Le taux de développement acide est un facteur critique dans les fermentations du lait. Une 

acidification rapide de la matière première empêche la croissance de microorganismes 
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indésirables (De Vuyst, 2000). La réduction du pH et la production d’acides organiques 

(lactate, acétate) sont les principales actions inhibitrices des bactéries lactiques. Peu de 

bactéries sont capables de sedévelopper à des valeurs de pH atteintes par l'action de bactéries 

lactiques (Mayra-Makinen et Bigret, 2004). 

 

b. Capacité texturant  

Certaines souches de bactéries lactiques ont la capacité de synthétiser des exopolysaccharides 

(EPS) qui jouent un rôle important dans la texture et la rhéologie des produits transformés. La 

présence de ces souches productrices d’EPS dans les produits fermentés présente un intérêt 

technologique important pour les différentes industries La fermentation, notamment laitière. 

Elles permettent ainsi d’améliorer la texture (Ricciardi&Clement , 2000), de diminuer la 

synérèse et d’augmenter la viscosité et l’onctuosité du produit. Les EPS ont la capacité de 

retenir les molécules d’eau et de diminuer la séparation du lactosérum et des caséines 

coagulées du lait. Leur présence dans les yaourts améliore leur homogénéité(Desmazeaud, 

1990). 

 

c. Capacité aromatisant  

 Les bactéries lactiques contribuent à l’arôme et à la saveur des produits fermentés. Ils 

acidifient les aliments, donnant un goût acidulé d'acide lactique (Leroy et De Vuyst, 2004). 

Le système protéolytique a également une importance industrielle car, en plus de permettre la 

croissance, les peptides, les acides aminés et leurs dérivés sont également connus pour 

contribuer à la formation de la texture et de la saveur des produits laitiers fermentés 

(Savijokietal., 2006). 

 

d. Effet sur la santé (caractère probiotique)  

       Parmi les nombreuses définitions formulées au cours des dernières décennies, on peut 

retenir celle qui présente les probiotiques comme des microorganismes vivants, qui, lorsqu'ils 

sont ingérés en quantité suffisante, exercent un effet potentiellement bénéfique sur la santé de 

l'hôte (FAO/OMS, 2001). Beaucoup de travaux ont mis en évidence les bienfaits des 
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probiotiques sur la santé humaine (Gibson et al., 1998 ; Amaraa&Shiblb, 2015 ; Bultosa, 

2016; Zuppaet al., 2016). 

 

II.4. Les substances antimicrobiennes  

Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes 

tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogène, le dioxyde de carbone, le diacétyl et 

les bactériocines (Dortu et Thonart, 2009). 

 

II.4.1. Les acides organiques  

En général, la production d'acides organiques permet une acidification du milieu qui peut 

limiter la croissance de certaines bactéries entre autres les bactéries indésirables. Des 

expositions prolongées dans un milieu acide peuvent entraîner la mort de plusieurs  

Bactéries, y compris les ferments lactiques (Champagne et al., 1992). 

 

II.4.2. Peroxyde d’hydrogène  

 La production de H2O2 par les bactéries lactiques peut empêcher la croissance d'agents 

pathogènes d'origine alimentaire et peut également être bénéfique pour la conservation des 

aliments. Il a été démontré que les bactéries lactiques qui produisent du H2O2 inhibent la 

croissance des microorganismes psychotrophes et pathogènes aux températures de 

réfrigération (Reis et al., 2012). 

  

II.4.3. Dioxyde de carbone  

Le dioxyde de carboneest formé pendant la fermentation hétérolactique et crée un 

environnement anaérobie qui inhibe les microorganismes aérobies. L’accumulation de 

dioxyde de carbone dans la bicouche lipidique peut causer un dysfonctionnement de la 

perméabilité (Ammoret al., 2006). 
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II.4.4. Diacétyl  

  Le diacétyl est un produit du métabolisme du citrate qui est responsable de l’arôme « beure » 

des produits laitiers. Le diacétyl a des propriétés antimicrobiennes qui sont dirigées contre les 

levures, les bactéries Gram-négatif et les bactéries Gram-positif non lactiques, ces dernières y 

sont néanmoins moins sensibles (El Zineyet al., 1998). 

II.4.5. Reutérine  

La reuterine ou (3-hydroxypropionaldehyde) est une substance antimicrobienne qui est 

produite comme métabolite intermédiaire pendant la fermentation anaérobique du glycérol par 

certaines espèces de Lactobacillus. (Neset al., 2011). 

 

II.5. Les bactériocines  

Toutes les bactériocines produites par des bactéries lactiques décrites jusqu’à présent ont une 

activité dirigée contre les bactéries Gram positif. Aucune bactériocine produite par des 

bactéries lactiques avec une activité contre des bactéries Gram négatives n’a été  

Décrite, la membrane externe des bactéries Gram négatives ne permettant pas aux 

bactériocines d’atteindre la membrane interne, siège de leur activité (Dortu et Thonart, 

2009﴿.  

 

À la suite de leurs travaux sur les colicines (bactériocines de bactéries Gram négatif) Tagget 

al., (1976) citent les critères requis pour qu’une substance chimique soit dénommée 

bactériocine : 

 

 La présence d’une partie biologiquement active de nature protéique. 

 Un spectre d’activité inhibitrice étroit et centré sur les espèces homologues. 

 Un mode d’action bactéricide. 

 L’adsorption à des récepteurs spécifiques. 
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II.5.1 Classification des bactériocines  

On trouve des souches productrices de bactériocines chez tous les genres de bactéries 

lactiques. Le nombre de bactériocines de bactéries lactiques caractérisées a augmenté de 

façon exponentielle au cours des dix dernières années. 

 

Tableau 1 :Classification desbactériocines(Papagianni, 2003). 

II.6. Mécanisme d’action  

  Le siège d’activité des bactériocines est la membrane cellulaire, raison pour laquelle les 

bactériocines n’ont pas d’activité contre les bactéries Gram-négatif. Ces substances vont 

interagir avec des récepteurs de peptidoglycane en provocant l’augmentation de la 

Classe Caractéristiques 

 

ClasseI 

Lantibiotique 

Peptides ribosomiquement synthétisés, post 

traductionnellementmodifiescontiennesdesacides 

aminésinhabituels: lanthionines et β-méthyle 

lanthionine.Massemoléculaire: 2-5KDa 

Sous classe A : molécules allongées, flexibles. 

SousclasseB:moleculesglobulairessanscharge 

Nette ouchargéesnegative. 

 

 

 

 

ClasseII 

Non lantibiotique 

Peptidestableà lachaleur,formésexclusivement avec des 

acides aminés nonmodifies. 

Synthétisés sousformed’unprépeptide inactive clivé a 

lapartieN-terminalepourdonnésla forme active.Masse 

moléculaire:<10KDa. 

Sous classeIIa : pediocinelike peptide,peptide 

simplecontient la séquenceYGNGVN terminal nommé aussi 

(Listeria active peptide). 

Sous classe IIb : bactériocines à deux peptides.                   

Sous classe IIc :autre bactériocine. 

Classe III 

Bactériolysines 

 

Protéines thermolabiles 

Masse moléculaire > 30KDa 

Classe IV Complexe bactériocinesetpartieslipidiquesou 

glucidiques 
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perméabilité de la membrane et par conséquence, la mort cellulaire. Cependant, les modes 

d’action des bactériocines sur la membrane sont variés (Dortu et Thonart, 2009﴿.



 

 

 

 

 

 

 

PartieII         

Etude Expérimentale 
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III. Matériel et Méthodes  
L’intégralité de ce travail a été réalisée au niveau du Laboratoire de Microbiologie de la 

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de l'Université de Tiaret, durant la période   

avril – mai l’année 2021.  

L’objectif de cette étude s’articule autour des points suivants : 

 Isoler et purifier des bactéries lactiques du colostrum (vache, chèvre). 

 Etudier leurs propriétés technologiques. 

 Étudier l’activité antimicrobienne des isolats lactiques vis-à-vis des souches indicatrices. 

1. Matériels utilisés  

Pour la réalisation des différentes parties expérimentales, on s’est servi du matériel suivant : 

1.1. Matérielles biologique  

  1.1.1. Prélèvement du colostrum  

Les échantillons de colostrum de vache et de chèvre proviennent de la région de Tiaret : 

a. Colostrum de la vache  

Les échantillons sont prélevés de deux vaches différentes de la région Tiaret (Cité Chaibe Mohamed)  

Vache A : colostrums prélevés le 02/02/2021 à 19.33 heure, deux jours après l’accouchement de la 

vache. 

Vache B : colostrums prélevés le 13/02/2021 à 18.38 heure, une heure après l’accouchement de la 

vache.  

 Technique de prélèvement 

Les mamelles sont lavées avec l’eau savonneuse puis un rinçage à l’eau javellisée est 

effectué, les mamelles de la vache sont séchées et nettoyées à nouveau avec l’alcool, les 

échantillons du colostrum sont recueillis dans des crachoirs de 250ml stériles. Les 

échantillons de colostrum sont conservés à 4°C et transportés au laboratoire ou ils sont 

analysés.  
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Figure 2 : échantillonnage de colostrums de vache 

 

b. Colostrum de chèvre  

L’échantillonde colostrum est prélevé d'une chèvre après une 1h de la mise en bas le 

19/02/2021 à 14:30h dans la ferme de Sersou-ainkasema-Tiaret. 

 Technique de prélèvement 

Un lavage de la mamelle à l’eau et au savon, puis à 70% à l’alcool est effectué, les premières 

gouttes sont jetées ensuite pour éviter toute contamination (Martin et al., 2005). Les 

échantillons sont collectés dans des crachoirs stériles, transportés dans une glacière réfrigérée, 

et conservés à 4°C jusqu'à leur utilisation. 

1.1.2.   Les souches indicatrices  

 Pour les tests d’activités antibactériennes, unmicro-organisme pathogèneest utilisé :  

 EnterococcusfaecalisATCC 29212 

La souche pathogène était fournie par le laboratoire de Microbiologie de la faculté des 

sciences de la nature et de la vie de l’Université Dillali LIABES de Sidi Belabbes.
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1.2. Milieux de culture  

Les milieux de culture utilisés au cours de cette étude expérimentale sont les suivant : 

 Les géloses : MRS,gélose nutritif et Mueller-Hinton. 

 Les bouillons : bouillon MRS, M17 et bouillon nutritif. 

1.3. Produits chimiques et réactifs  

Les produits chimiques et réactifs utilisés au cours de cette étude sont les suivants : 

 Les colorants : Violets de Gentiane et la fuschine 

 Alcool et autres : l’eau-oxygénée, Lugol, trypsine. 

 

1.4. Appareillage et autres 

Notre étude a nécessité l’utilisation des appareils, de la verrerie et d’autres matériels dont ils 

sont cités au-dessous : 

a) Appareillages  

 Autoclave (Webeco). 

 Bain Marie (Memmert). 

 Balance (Denver). 

 Centrifugeuse électrique (Hettich,universal 2S); 

 Etuves (Memmert). 

 Microscope optique (Motic). 

 pH mètreelectrique (Mettler Toledo). 

 Réfrigérateur (Eniem). 

 Incubateur(memmert). 

 Spectrophotomètre uv/visible (Jenway). 

 Vortex (technokartell). 

 Ajitateur (Stuart) 

b) Autres  

 Micropipettes (Microlit). 

 Les boites pétries. 
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 Les tubes à essaies. 

 Des flacons. 

 Dicicateur. 

2. Méthodes  

2.1. Isolement et culture de la flore lactique  

2.1.1 Préparation des dilutions décimales  

Les dilutions sont préparées à partir de la solution mère (Clostrum) : la dilution10−1a été 

préparée à partir de 1 ml de la solution mère, ajouté aseptiquement à 9 ml d’eau physiologie 

stérile. La dilution10−2a été préparée à partir de 1 ml de la dilution10−1, de la même manière 

jusqu’à la dilution10−6(Guiraud, 2003). 

 

 

        Figure 03 : les dilutions décimales à partir d’une solution mère (colostrum)  
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2.1.2 Dénombrement des bactéries lactiques  

Le dénombrement a été effectué sur le milieu gélosé de Man-Rogosa-Sharp (MRS)en partant 

de la dilution 10−2jusqu’a10−6 

a) L’ensemencement a été fait en profondeur. En déposant dans des boites de Pétri 1 ml de 

chaque dilution, puis en faisant couler de la gélose MRS. 

b) Dans une jarre d’anaérobiose, et avant que la bougie ne s’éteigne, les boites sont mises 

dedans et la jarre est ensuite fermée.  

c) La jarre est incubée à 37°C pendant 24 à 48h.  

 

 

 

               Figure 04 : Boites de Pétri dans la jarre d’anaérobiose 

 

 Les colonies à dénombrer sont de petites tailles, de couleurs blanchâtres et 

brillantes à pourtours réguliers, elles peuvent apparaître en forme circulaire ou 

lenticulaire (Kacem et Karam, 2006). 
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2.2. Purification des isolats de bactéries lactiques  

 La purification consiste à réaliser des repiquages successifs sur gélose et bouillon MRS, avec 

une incubation à 37°C pendant 24h, jusqu’à l’obtention de colonies de même taille, de même 

forme et de même couleur renseignant sur la pureté des souches (Idouiet al., 2009). 

 

2.3. Conservation des isolats  

Après purification, les souches sont conservées par deux méthodes :  

 

2.3.1 Conservation à courte durée  

Les souches sont ensemencées sur gélose MRS incliné en tube. Après incubation à 37°C 

pendant 18 heures, les cultures sont gardées à + 4°C. Les repiquages des cultures se fait toutes 

les trois semaines (Saidiet al., 2002). 

 

 

                             Figure 05 : souches lactiques conservé à courte durée   
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2.3.2 Conservation à long durée  

A partir des cultures jeunes de 18h sur milieu liquide, les cellules sont récupérées par 

centrifugation à 4000t/min pendant 10 min. Une fois le surnageant éliminé, le milieu de 

culture de conservation est ajouté sur le culot, qui contient 70 % de lait écrémé (enrichi par 

0.05% d’extrait de levure) et 30% de glycérol. Les cultures sont conservées en suspension 

dense et en tubes Eppendorfs à-20°C.  

En cas de besoin, les cultures sont repiquées dans le lait écrémé à 0.5% d’extrait de levure, 

deux fois avant utilisation (Badiset al., 2005). 

 

 

Figure 06 : Souches lactiques conservé à langue durée 

 

2.4. Caractérisation morphologique des souches lactiques isolées à partir des 

colostrums de vache et de chèvre 

2.4.1 Examen macroscopique des colonies  

Pour déterminer les caractères morphologiques, les colonies de 24 h à 48 heures obtenues 

après culture en anaérobiose dans le milieu MRS agar ou M17 à 37 °C sont observées à la 

loupe binoculaire. Chaque colonie est examinée pour sa taille, sa couleur, ses contours, sa 

texture, sa forme et son relief. 

2.4.2 Examen microscopique  
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Coloration de Gram : Ce test a été réalisé sur des cultures jeunes de moins de 24 heures. Un 

frottis de cellules est réalisé sur une lame. Une coloration de Gram est effectuée. Ensuite, le 

frottis est observé au microscope sous immersion au grossissement X 100. Les isolats ayant 

une coloration violette sont Gram positif (+) tandis que ceux présentant une coloration rose 

sont Gram-négatifs (-). 

 

2.5. Tests biochimiques et physiologiques  

2.5.1 Test de la catalase  

Le test catalase sert à démontrer si la bactérie possède l’enzyme catalase servant à 

décomposer le peroxyde d’hydrogène. 

La détermination de l’activité catalytique consiste à prélever une colonie sur gélose MRS ou 

M17 et la dissociée dans une goutte d’eau oxygénée (H2O2) à 10 volumes ; l’apparition de 

bulles révélant le dégagement d’oxygène (Ahmed et Irene 2007). 

 

2.5.2 Croissance à différente température 

La croissance à différentes températures a permis une différenciation entre les thermophiles 

ou les mésophiles. Des cultures jeunes sont ensemencés dans le bouillon MRS et incubées par 

la suite pendant 48h à différentes températures : 30°C, 37°C, et 45°C (Schillinger et Luck., 

1987). La croissance est appréciée par l’apparition de trouble. 

 

2.5.3 Croissance à différent 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 à 37°C pendant 72 heures. (Carr et al., 2002). 

 

2.5.4 Culture sur milieu hypersalés 

La croissance en présence de différentes concentrations de chlorure de sodium (NaCl) donne 

des renseignements précieux pour l’identification. Les cultures à tester sont ensemencées sur 

des bouillons MRS hypersalés à 3.5 % et 6.5 % de NaCl. Après une incubation à 30°C 
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pendant 24h à 72h, le développement des cultures est apprécié par comparaison avec un tube 

témoin non ensemencé, incubé dans les mêmes conditions (Carr et al., 2002) 

3-Identification biochimiques des isolats lactiques 

Le profil fermentaire des bactéries lactiques isolées à partie des colostrum de vache et de 

chèvre était établi par les tests suivant :  

1. ONPG : test de l'enzume B-galactosidase par hydrolyse du substrat o-nitrophényl- bD 

-galactopyranoside en OMP(orthonitrophényl- B-D-galactopyranoside) qui possède une 

structure analogue au lactose. 

Technique : A l'aide d’une once de platine, préparer   une suspension bactérienne a étudié 

dans un tube à essai contient d'eau distillé puis on ajoute un disque ONPG. Aprés incubation   

L'apparition d'une couleur jaune (ONP) indique la présence de la B-galactosidase.  

2. ADH -LDC -ODC : Les enzumes ADH, LDC et ODC catalysent respectivement la 

décarboxylation de l'arginine, de la lysine et de l'ornithine présent dans le milieu. 

L’alcalinisation du milieu est révélée par un virage de l'indicateur de pH (le pourpe de 

bromocrésol) à sa teinte basique (violette). 

3. CITRATE DE SIMMONS : Le milieu est présenté sous forme de gélose inclinée.La 

pente est ensemencée par une strie longitudinale réalisée à l'anse,à  partir d'une suspension de 

la culture solide  en eau distillée stérile . 

 Virage de l'indicateur de pH au bleu : alcalinisation du milieu et utilisation du citrate comme 

seule source de carbone. 

4. Sulfure d’hydrogène :s'il y a fermentation du glucose ou du lactose,cela induit une 

acidification qui,en présence de rouge de phénol ( indicateur de pH ),provoque une coloration 

jaune du milieu. S'il y a production d'H2S,cela induit un noircissement du milieu en présence 

de sulfate ferreux et de thiosulfite de sodium. 

5. URE:test de l'enzyme uréase 

L'uréaseenzyme hydrolysant l'urée, activité directement détectable par le suivi de 

l'alcalinisation. 
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Technique : réaliser une suspension bactérienne a étudié dans un tube à essai contenant le 

milieu urée indole + H2O2. 

6. Test TDA:Ce test est réalisé pour rechercher l'enzyme tryptophane désaminase dans 

le milieu. 

Technique :réaliser une suspension bactérienne a étudié dans un tube à essai contenant le 

milieu urée indole. Après 24h en ajoute le Fecl3. 

7. Test indole : Ce test est réalisé pour la recherche de la production d'indole dans le 

milieu par l'action de l'enzyme tryptophanase. 

Technique :réaliser une suspension bactérienne a étudié dans un tube à essai contenant le 

milieu urée indole.Par une piqure centrale. Après 24h en ajoute le réactifs Kovacs , la 

formation d'un anneau rouge. 

8. Test VP: le test de voges-proskauer pour la détection de l'acétoine ( 

acétylméthylcarbinol) produite par fermentation du glucose par des bactéries utilisant la voie 

du butylène glycol. 

Technique:Ensemencer largement un tube ClarK et  Lubs .Aprés incubation  en divise le 

contenu du milieu en deux tube . 

Dans le premier tube on ajoute quelque goutte de rouge de méthyle, dans le deuxième tube on 

ajoute les réactifs VP1(alpha naphtol) et VP2 (basse forte NaOH).           

3.1.1 Recherche de type fermentaire 

La mise en évidence de la production du CO2 à partir du glucose sur milieu MRS                                               

contenant la cloche de Durham. Le milieu est réparti dans des tubes à essais à raison de 10 ml, 

stérilisés à 120 °C durant 15 min. Après inoculation avec 1% de la souche    étudiée, le 

développement d’une souche hétérofermentaire se traduit par l’apparition du gaz dans la 

cloche du Durham, qui est absent chez les homofermentaire(Gibson et abd el Malek., 1945). 

4. La détermination des profils de sensibilité aux antibiotiques des souches 

lactiques isolées à partir de colostrum de vache et de chèvre 

Préparation de l’inoculum :un prélèvement de plusieurs colonies morphologiquement 

similaires est effectué à partir d'une culture jeune de 18à 24heures. La suspension 
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microbienne (les lactocoques) étaient préparée sur bouillon (Muller-Hinton), aprés un 

ajustement de la turbidité de l'inoculum à celle de la turbidité du standard 0,5 McFarland, la 

densité optique doit être comprise entre 0,08à0,13.l'inoculum recommandé est d'environ 

1x10^8 germes/ml . 

Les disques d'antibiotiques sont déposés stérilement, à la surface d’un milieu standardisé (5 

antibiotiques par boite). Préalablement ensemencé avec un inoculum calibré d'une culture 

pure de la bactérie à tester.Aprés incubation les boîtes de Petri sont examinées et les diamétres 

des zones d'inhibition entourant les disques sont mesurés et comparés aux valeurs critiques 

des différent agents antimicrobiens testés,afin de déterminer la catégorisation 

clinique(résistant,intermédiaire, sensible) selon les normes recommandées (comité 

del'antibiogramme de la société française de microbiologie (2007) .                                                                                                             

 

5. Étude de l’activité antibactérienne des souches lactiques isolées à partir 

de colostrum de vache et de chèvre 

5.1 Méthodes de double couches (méthode de Fleming et al., 1975)  

Les souches lactiques d’une culture de 18 h sont ensemencées en touche (à l’aide d’une 

pipette pasteur stérile) à la surface d’un milieu MRS. Après 24h d’incubation, une gélose 

Mueller Hinton contenant la souche indicatrice pathogène d’une culture de 18h est coulée au-

dessus de la première couche de gélose. 

La lecture des boites s’effectue après 24h d’incubation à 37 °C, les souches présentant une 

zone d’inhibition sont considérées comme productrices de substances antimicrobiennes .la 

taille des zones d’inhibition est mesurée en mm. 
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IV. Résultat  

1. Isolement des souches lactiques  

L’échantillonnage des différents prélèvements a permis l’isolement de 3 souches bactériennes, 

les isolats sont Gram positif, catalase négative, ces deux caractères, laissent supposer leur 

probable appartenance au groupe des bactéries lactique. 

Les souches lactiques ont été pré-identifiées à ce stade sur la base de ses aspects 

macroscopique et microscopique, ainsi que des tests physiologiques tels que la croissance à 

différentes températures, dans des milieux hyper-salées à différentes concentrations. 

 

2. Caractérisation morphologique  

2.1 Aspect macroscopique  

L’étude macroscopique consiste à faire une observation a l’œil nu, l’aspect de culture en 

milieu gélosé permet de déterminer la forme, la couleur et l’aspect de colonies. 

L’observation macroscopique a montré en effet que toutes les colonies avaient une couleur 

blanchâtre au transparente, bien rondes, laiteuses de formes sphériques plus au moins 

allongées de petite taille. Sur bouillant, la souche présente un trouble homogène qui 

caractérise le groupe des bactéries lactiques. 
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Aspect des colonies sur 

Milieu MRS 

 

Forme lenticulaire, 

Colonie blanchâtre et de formes variable 

 

 

 

Aspect des colonies sur 

Milieu MRS 

 

Forme circulaire blanchâtre, pourtour 

régulier  

 

 

 

Colonies de très petites taille, forme                                              

circulaire transparente 

 

Figure 7 : aspect des colonies des 

souches lactiques isolées sur le 

milieu MRS solide 
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Figure 8 : aspect macroscopique après purification des colonies des souches lactiques isolées 

sur le milieu MRS solide 

 

2.2 Aspect microscopique  

L’observation microscopique des souches isolées et sélectionnées de bactéries lactiques après 

coloration de Gram a révélé plusieurs formes : bacillaires ou coccidé à Gram positif. les 

bactéries lactique sont : Gram positif, catalase négative ; peuvent se présenter comme des 

batonnets ou cocobacilles et aussi comme Lactobacilles, aussi ils peuvent etre sous forme 

coccidé. Les bactéries lactiques appartiennent aux différents genres comme les entérocoques, 

les streptocoques …etc , selon leurs différents modes d’associations (Kandler et Weise , 

1986 ) (figure 9)  

 

 

Figure 9 : Observation microscopique des souches isolées à partir de colostrum de 

vache et de chèvre après coloration de Gram 

(G ×100) 
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2.3 Test de catalase  

Conformément aux bactéries lactiques, toutes les souches étudiées ne possèdent pas la 

catalase.  

Tableau 2 : illustration des critères morphologique et microscopique des bactéries lactiques 

isolées du colostrum 

 

 Gram Catalase Morphologie Type, forme de 

colonies 

Identification 

 

S1 

 

 

 

 

+ 

 

 

 

 

 

_ 

Bacilles, isolés, 

en diplos et en 

chainettes 

courtes 

Lenticulaire, 

Colonies 

blanchâtres et de 

formes variables 

Lactobacillus 

 

S2 

Cocci, isolés, 

diplos 

Forme circulaire 

blanchâtre, 

pourtour régulier 

 

 

Lactococcus 

 

S3 

Cocci en 

chainettes 

Colonies de très 

petites tailles, 

forme circulaire 

transparente 

 

 

Streptococcus 

 

3. Test biochimique et physiologique  

3.1 Croissance a différente température  

Les souches lactiques isolées à partir de colostrum de vache et de chèvre ont été testées pour 

leur croissance à différentes températures (30°C, 37°C, et 45°C). 

Les résultats sont représentés dansle tableau ci-dessus. 
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Tableau 3 : Présentation des caractères physiologique des souches Lactique isolées 

 

3.2 Croissance à différents pH  

La croissance des souches isolées à partie de colostrum de vache et de chèvre a été testée sur 

milieux MRS avec deux pH différents : pH 4, 8/ pH 6,5  

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 3 (ci-dessous)et la figure 10 

 

Figure 10 : Résultat de la résistance des isolats pH 4,8 et pH 6,5 

 3.3 Croissance sur milieu hypersalé  

Les souches ont été ensemencées sur Milieux MRS hypersalé à 3,5 % Et les résultats 

sont représenter sur le tableau 3 et la figure 11 

 

Souches 

 

 

pH de 

croissance 

 

Température de 

croissance 

 

Salinité  

4,8 6,5 30°C 37°C 45°C 3.5% 6.5% 

S1 + + - - + + - 

S2 + + + + - + - 

S3 + + + + - + - 
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Figure 11 : Résultats de la résistance des souches aux milieux hypersalés 3,5% 

4. Type Fermentaire des souches lactiques isolées  

La recherche du type fermentaire était réalisée sur milieu de culture stérile contenant une 

cloche de Durham, permettant la différenciation entre deux groupes bactériens, soit homo-

fermentaire ou hétéro-fermentaire . 

Les résultats obtenus ont montré l’absence (Homo-fermentaire) de la production du gaz( 

CO2) à partir du glucose figures 12 et 13 

 

Figures 12 -13 : photos illustratives du test de recherche de type fermentaire des bactéries        

lactiques isolées (milieu de culture de MRS glucosé, muni d’une cloche du Durham) 
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5. Résultat de l’identification biochimique des isolats lactiques  

La souche lactique S2 était retenue pour une éventuelle identification biochimique. Cette 

souche a donné la meilleure performance dans le test de confrontation avec les souches 

cliniques.  

Les résultats des tests biochimiques effectués sur la souche lactique S1 sont présentés dans le 

tableau si dessous :  

             

Tests  

             

ONPG 

  ADH 

LDC.   

ODC 

 Citrate 

de 

Simmons  

Sulfine 

d’hydrogène  

URé         

TDA 

      

Indole 

            

VP 

           

Résultat  

     +                 -                 -            -       -              -            -     -           

 

5. Étude de l’activité antimicrobienne des souches lactiques  

Méthode de Fleming et al., (1975)  

Notre choix s’est donc porté sur une technique bien décrite dans la littérature est celle de 

Fleming et al.,(1975) qui nous a permis de faire une première sélection des souches lactique 

antibactériennes. 

Les résultats de l’interaction obtenue, révèlent la présence d’une zone claire au tour de la 

souche lactique S2. 

Le résultat de l’interaction entre la souche lactique Lactococcussp. (S2) et la bactérie 

pathogéneEntérococcusfaecalis ATCC29212 est mention dans la figure suivante : 

                          

Figure 14 : inhibition obtenue par la méthode de fleming (1975) par la souche 

Lactococcussp.contre la souche clinique EntérococcusfaecalisATCC29212. 
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 La souche Lactococcussp.a une activité inhibitrice contre la bactérie 

pathogéneEntérococcusfaecalis ATCC29212, le diamètre de de la zone d’inhibition est 6mm. 

 

 L’inhibition est notée positive lorsqu’elle est supérieure à 1mm ( Schilinger et Lucke , 

1989)  

 

V. Discussion  

Les bactéries lactiques ont été isolées du colostrum de vache et de chèvre, Elles ont été 

cultivées et isolées sur milieu MRS, M17. Du fait des exigences nutritionnelles des bactéries 

lactiques, les milieux de culture doivent être très riches en sucres, en matières azotées et 

surtout en facteurs de croissances.   

La présence de divers genres de bactérie lactiques dans le colostrum de chèvre et de vache 

était prévisible car des bactéries lactiques ont été trouvées dans la microflore de tous 

colostrum étudies. 

 

L’étude des principaux caractères morphologique, biochimique et physiologique ont montré 

une diversité de genre et d’espèces de bactérie lactiques détectées dépendent essentiellement 

de la nature du colostrum (vache ou bien chèvre) et des conditions d’analyse.  

Selon Drouault et Corthier (2001), les bactéries lactiques sont des bactéries à Gram positif. 

Nos résultats indiquent que les cellules observées après coloration de Gram sont bleues 

voilettes pour tous les isolats donc ce sont des bactéries à Gram positif. Ces résultats 

concordes avec celles retrouvées par Lairiniet al.,2014. 

Selon Savadogo et Traore (2011), il existe deux grands groupes de bactéries lactiques 

morphologiquement bien distincts : les cocci et les bacilles. L'observation microscopique a 

révélé deux formes de cellules : bacilles (isolat BL2et BL3) et cocci (isolat BL1). 

Les résultats d’identification de ce travail montrent une présence majoritaire de coques par 

rapport les bâtonnets (bacilles) 
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 Les bactéries lactiques ne possèdent pas d’activité catalasique (absence de bulles). Elles sont 

dites catalase négative. Ces caractéristiques permettent leur classification au groupe des 

bactéries lactiques selon Savadogo et Traore (2011). Ces résultats concordes avec ceux 

retrouvés par Lairiniet al., (2014). 

L’identification phénotypique des souches conventionnelles était basée les 

testsmorphologiques, physiologiques et biochimiques. 

La flore dominante est représentée par les Lactococcus, l’aspect macroscopiques montre que 

les lactoccoques développent sur le milieu M17 et donnent des petites colonies à contour 

régulier de couleur blanchâtres, lisses et légèrement bombées. 

Les lactoccoques sont microscopiquementdes bactéries à Grams positifs de forme de cocci 

sphérique, associé en paire, groupées en chainettes plus au moins longues (Teuber M. et Geis 

A,2006). 

Les lactocoques sont des bactéries homofermentaires, ne poussent pas à 45C° . 

Dans ce travail nous avons isolée une souche de Lactobacillus. 

D’après l’observation macroscopiques fait sur la souche de Lactobacillus développé sur 

milieu MRS (Man et al.,1960) ; on a remarqué que les colonies sont clonies irrégulière, 

érodée de couleur crème et de 1à3mm de daimètre , et l’observation sous microscope après 

coloration de gram, indique qu’il s’agit de bacilles apparents gram positif (Klien et 

al.,1998;Axelsson,2004 . Hammes et Hertel,2006;Tabasco et al.,2007). 

La souche de Lactobacillus fermente le glucose sans production de gaz CO2, donc cette 

souche est homofermentaire(Hammes et Hertel,2006) 

La deuxième étape a permis de recenser des souches possédant l'activité antibactérienne 

intéressante.                                                                                                                                                                    

Les bactéries lactiques dont le nom en est lui-même évocateur, ont pour caractéristique 

commune la production d'acide lactique. Leur capacité d'utiliser plusieurs sources carbonées 

conduit à la formation de l'acide lactique comme seul produit final ,abaissant ainsi le pH et 

créant un environnement défavorable au développement des bactéries pathogènes et des 

microorganismes d'altération . 

Cette inhibitions est due à leurs capacités à produire plusieurs métabolites antimicrobiens, tels 

que les acides organiques (acide lactique,acide acétique,...), le péroxyde d'hydrogène, 
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l'éthanol, le diacétyle, le dioxyde de carbone et les bactériocines ( Klaen Hammer 

1988;Abee et al., 1995). Ces dernières, font depuis quelques décennies, l'objet d'innombrables 

études notamment dans l'objectif d'application alimentaires. 

les micro-organismes pathogènes d'importance particuliére dans les produits laitiers incluent 

les espèces d’ Escherichia coli et Staphylococcus aureus( BELARBI Fatma., 2010 )   

L'activité antagoniste des trois souches isolées sélectionnés est mise en évidence vis-à vis  

(Entérococcusfaecalis ATCC29212 )a été détectée .Cette interactions positive indique 

l'inhibition  de la croissance de bactérie pathogène testé ( Entérococcusfaecalis ) et montre un 

pouvoir antagoniste, qui est traduit par l'apparition des zones d'inhibition (FLeming et al 

.,1975; Barefoot et  Klaenhammer 1983; Tabac et al .;2007), ces résulatsindiquent  que  

nos bactéries lactiques sont capables de synthétiser des substances inhibitrices ayant une 

activité antibactérienne. 
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Conclusion 

Les bactéries lactiques jouent un rôle important dans la bio-conservation des aliments et dans 

la biothérapie grâce à leur pouvoir d’inhibition des bactéries pathogènes. Le pouvoir 

inhibiteur est dû à la production de nombreux métabolites ayant des propriétés antagonistes 

telles que les bactériocines.  

Dans cette étude, le spectre d’activité de ces souches a été utilisé sur une souche de bactéries 

pathogénesEntérococcusfaecalis ATCC29212. 

Dans ce travail de mémoire, un isolement suivi d’un criblage des bactéries lactiques à partir 

des colostrums de vache et de chèvre était effectué. Leur culture sur milieu spécifique a dite 

de s'orienter vers ces bactéries, leurscaractères physiologique et biochimique permettent de les 

différencier des autres groupes bactériens. 

Parmi les genres des bactéries lactiques, on a réussi à isoler les lactobacilles, les lactocoques, 

les streptocoques. 

 Les résultats de l'étude de l'antagonisme par la méthode double couche montrent que les 

souches de isolats lactiques Lactococcus produisent des substances inhibitrices de                                                                                                                               

Entérococcusfaecalis ATCC29212. 

Les résultats obtenus ont montré que la souche Entérococcusfaecalis ATCC29212                                                                                         

étaient sensibles aux substances produites chez les lactoccoques avec un diamètre 

d'inhibitions très intéressant. 
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Annexe :Compositionde milieux de culture ettampons 

 

MilieuMRS (De Man Rogosa et sharpe,1960) 

Extrait delevure 5 g 
Extrait de viande 10 g 
Peptone 10 g 
Acétate de sodium 5 g 
Citrate de sodium 2 g 
Glucose 20 g 
Kh2po4 2 g 
Mgso4 0,25 g 
Mnso4 0,05 g 
Agar-agar 15 g 
Cystéine-Hcl 0,5 g 
Eau distillée 

PH=6,8 

Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes 

1000 ml 

MilieuM17 (terzaghi et sandine, 1975)   

Peptone de caséine 10 g 
Peotonepepsique de viande 2,5 g 
Peptone papaine de soja 5 g 
Extrais de levure 2,5 g 
Extrais de viande 5 g 
B-glycérophosphate 19 g 
MgSO4 0,25 g 
Lactose 5 g 
Acide ascorbique 0,5 g 
Agar-agar 20 g 
Eau distillée 

pH=7.2 

Autoclavage :120°C pendant 20 minutes 

1000 ml 

 

 

MilieuMueller Hinton (Muller et Hinton,1941) 

 

Infusion deviande de boeuf 300 ml 
Peptone decaséine 17,5 g 
Amidon de mais 1,5 g 
Agar-agar 17 g 
pH=7,4   

 


