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InTroduction

Inirodoetion

Depuis toujours, les bactéries lactiques sont avérées utiles a 1’homme. Celui-ci les a
regroupées dans un ensemble dont le nom est en lui-m8me évocateur de la caractéristique
principale du métabolisme de ce groupe bactérien « la production d’acide lactique ». Outre 1a
fermentation lactigue, les activités protéolytique et aromatisante conférent i ces bactéries un

int¢rt capital dans le domaine de la transformation et de Ia couservation des aliments,

Cependant, au cours des demiéres années, on @ assisté @ un appauyrissement de la
biodiversité des bactéries utilisées dans ces productions, ainsi beaucoup d’aspects restent
encore & approfoodir, en particulier au niveau de la connaissance de leur génétique et de leur

métabolisme,

L¢yolution de ces connaissances conduit a la sélection et au développement de nouvelles
souches aux propriétés spécifiques afin d'apporter des réponses efficaces aux indusiries

alimentaires.

Cest dans cetie optique que ce travail a ét¢ réalisé. 1] a concerné une étude sur le lait, les
bactéries lactiques, leurs propriétés metaboliques et industrielles. leurs potentiels d’utilisation

ainsi que le mode de transfert d"un caractére génétique entre des bactéries.

L objectif de ce travail est de faire acquérir & une bactérie lactique le pouvoir acidifiant
ainsi que l'activité protéolytique par un procédé génétique qui est la transformation, via un
ADN plasmidique extrait & partir d’une autre bactérie lactigue.
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THEORIQUE
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1- Définition :

Chez beaucoup d’espéces animales, le lien entre la mére et son petit n’est pas subitement
rompu aprés la naissance ¢t Ja femelle continue de nourrir sa progéniture. C’est ainsi toujours
le cas chez les mammiféres ot durant une période donnée, |’unique aliment du nouveau né est

le lait secrété par les glandes mammaires de la femelle (Penaud, 2006),

Le lait a ét¢ défini lors du premier Congrés International pour la Répression des Fraudes a
Genéve, en 1908, comme le produit intégral de la traite totale ¢t ininterrompue d'une femelle
laitiere bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit étre recueilli proprement et &tre
exempt de colostrum ().

Z- Aspect physique :

la Tnit ek nn liquida da coplour Bloanche, plus ou moing jamitee selon la lesew on
caroténe de sa maticre grasse. Sa saveur est douce et son odeur est faible mais identifiable,
Les principales constantes physico-chimiques du lait de diverses espéces animales sont

presentees dans le tableau 1 (FAO, 1995).
2-1- Energie :

L’apport en énergie d*un litre du lait différencie les espéces animales considérées et est
susceptible de large variation 4 Iintérieur d*une méme espéce, cela étant, bien éntendu, lide &

la teneur en lipides du lait (FAO, 1995).
2-2- Densité ¢

Elle est proportionnelle 4 la concentration en matiéres seches. 11 ne faut pas perdre de vue
que la matiere grasse a une densité inférieure ou égale 4 0,93 4 20 ° C, ce qui fait qu’un lait

riche en matiére grasse provoque une diminution de la densité (Houali, 1999).
2-3- Acidité :

Elle correspond & I'acide lactique provenant de la dégradation du lactose. Ceci donne lieu &
une fourchette de pH qui' fait qu'un laiv est frais et bon pour la consommation et qu’tn autre

ne lest pas (Houali, 1999),
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Clrapitre 1

2-4-Température de congélation :

‘C"est une notion assez variable selon Tespéce productrice, cette valeur présente un intérét

puisqu’elle permet d’apprécier la quantité d’eau rajoutée au lait (Houali, 1999),

Tableau 1: Caractéristiques physico-chimiques du lait de diverses espéces animales (FAO,

1995).

Cunstantey Lait dec vache Lait de chévre Lail de by ebis
Energie (keallitre) 705 600-750 1100 |
Densité du it entier a 20 °C 1.026-1,033 1.027-1,035 1.034-1,039
Point de congélation (°C) 0,520 -0,550 -0,550 -0,583 -0.570
pH-20 °C 6,6-6,8 6.45-6,6 6,5- 6,85
Acidité titrahle (“Dornie) 15-17 i14-18 22-25
Conductivité ectrique a 25 45x107 43-56x107 38x 107
°C (siemens)

3~ Aspect chimique:

La composition du lait est caractérisée par une grande comple

- s

forme de ses composants (1). Quatre composants sont dominants du point de vue quantitatif,
leurs concentrations varient selon les races des animaux producteurs, I'alimentation et
I'environnement (2), il s°agit de I'eau, des lipides, des protéines et des glucides, les composés
mineurs sont représenies par les matiéres minérales, les enzymes, les vitamines et les gaz

dissous (1). Le tableau II résume la composition chimique moyenne du lait de vache.
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Tableau IT : Composition chimigue du Jait de vache (Corrieu et Luquet, 2008),

Composants Concentrations (g/l)
Eau 905
Glucides (lactose) 49
Lipides : 35
dont matiére grasse 34
dont lgcithine (phosphelipides) 0.5
dont partie insaponifiable (stérols, 0.5
caroténe, tocophérols) . |
Protides : 34
dont caséines 27
dont protéines solubles (globulines, 5.3
albumines)
dont substances azotées non protéique 1.5
Sels : 9
dont acide citrique 2
dont acide phosphorique 26
dont chlorure de sodium 1.7
Constituants divers (vitamines, enzymes, gaz Traces
dissous)
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3-1- Eau :

L'eau représente environ 81 a 87% du volume du lait, Elle se trouve sous deux formes: ['eau
libre (96 % de la totalité) et l'eau lide & 1a matiére séche (4 %). L'eau libre par sa mobilité est
trés réactive, elle autorise I'état de solution du lactose et d'une partic des minéraux et rend le
milieu irés favorable au développement des microorganismes. L'sau liée est fortement

assooiée aux protéines, 4 la membrane des globules gras et a4 certains sels minéraux (1).

3-2- Lipides :

Leur concentration dans le lait varie de 30 & 50 g/L, et vaut en moyenne 39 ¢/L. Le lait de
consommation est standardisé 4 un tawx de matiére grasse fixé chaque année par la loi (36 g/L.

en 1980). Elles sont constituées essentiellement (99 %) de triglycérides (3).

3-3- protéines :

Les caséines constituent environ 80 % de la mati¢re protéique du laif (4). 11 §'agii de
polypeptides complexes, qui résultent de la polycondensation de différents aminoacides, dont
les principaux sont la leucine, la proline, IPacide glutamique et la sérine (3). Elles sout

sensibles aux pH acides (ex : acide lacfique) et aux enzymes coagulantes (ex - présure) (4).

3-4- Glucides :

Le lactose est le sucre caractéristique du lait, il est responsable par son golit sueré et par
sa concentration élevee de la saveur douce ef agréable du lait frais. 1l est fermentescible par de
nombreux micro-organismes qui Sont impliqués dans la fabrication de nombreux produits

laitiers (I).
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4- Les éléments biologigues du lait :

Parmi ces éléments on peut distinguer :
- Les cellules sanguines et Ies cellules de la glande mammaire.

- Lesmicro-organismes qui tapissent le canal du trayon (Houali, 1999).

4-1- Les éléments cellulaires @

En plus des cellules ¢pithéliales, on distingue les leucocytes. leur détermination et
quantification renseigne sur la valeur hygiénique du lait. On parle ainsi du rapport m/p
(mononucléaires/polynucléaires), dans un lait normal ce rappori est voisin de 1 et toujours

supérieura 0,5 (Houali, 1999).

4-2-~ Les micro-organismes :

Un lait normal 4 la sortie du trayon contient entre 10° ¢t 3.10° germes/ml. Le trayon est le

siege d'un developpement de différents micro-organismes parmi lesquels on peut distinguer ©

4-2-1- Les moisissuies ¢

Cest le cas des Phycomycétes. fungi imperfecti, Ascomycétes ainsi que les Siphomycétes
qui regroupent essentiellement les genres Mucor et Rhizopus, Parmi les ascomyeetes on a les
aspergillus et penicillium puis on a les fungi imperfecti dont les genres sont Gentrichun,
Monilia et Cladosporium. La plupart de ces moisissures sécrétent des lipases et des proféases

(Houali, 1999).

4-2-2- Les levures :

Nous pouvons distinguer deux grandes familles :
- Endowmycetaceae : les plus importantes sont Saccharomyces fragilis et Sacchuronyces
lactis qu transforment le lactose en alcool, se rencontrent dans les laits fermentés et se

développent bien dans le lactosérum.
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- Cryptococaceae : fermentent difficilement les sucres, les genres les plus fréquents
dans le lait sont . Candida et Rhodotorula. Candida wilis a éé sélectionnée pour sa richesse
en vitamines et en graisses et ¢e pour la production de levures alimentaires, les Rhodarorulas

sont rencontrés dans les saumures et la croute des fromages a pate molle (Houali, 1999).

4-2-3-Les bactéries :

Ces micro-organismes regroupent les bactéries lactiques & savoir les genres Streptococeus,
FLactobacillus, Pediacoccys et Lenconostoe (Houali, 1999) ainsi que les bactéries dites de
contamination tels que . les staphylocoques. d’autres streptocogques et les entérobactéries
(FAQ, 1993).

4-2-4-Las buctériophuype :

Ce sont des virus parasites des bactéries, les bactéries lactiques peuvent étre parasitées par
ces derniers provoquant un arrét brutal de 17acidification. Ces bactériophages présentent une

spécificité vis-a-vis de I'espéce ef méme vis-4-vis de Ia souche (Houali, 1999),
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LES BACTERIES
LACTIQUES
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Clrapire W Les Bacterres fultigiies

1- Historique :

L'essor des bactéries lactigues a bénéficié de celui des grands mammitéres producteurs
de lait, il s’est accentué lorsque I"homme est passé du statut de chasse cueilleur & celui

d*éleveur, il y a quelques 8 000 ans avant J.-C. (5).

Il fallait attendre Pasteur et ses travaux sur la fermentation en 1857 pour établir un lien
entre la fermentation lactique et les bactéries. La premiére culture bactérienne pure sera
drailleurs une culture de Lacrocaccus lactis obtenue et décrite par Joseph Lister en 1873.
Metchnikoff isole en 1904 « le Bacille bulgare » (Laciobacillis delbrueckii ssp. bulgaricus)
présent dans le yaourt. 11 étudie les propri¢tés acidifiantes des bactéries du yaouwrt et il
developpera I’ideée que les bacteries contenues dans les laits fermentés ont un effet bénefique
sur la santé (Penand, 2006). Cependant, ce groupe bactérien n’a été défini qu’en 1919 par Orla

Jensen (Leuveau et Bouix, 1993).

2- Deéfinition :

Les bactéries lactiques ou BL regroupent un ensemble despéces hétérogénes. Ce sont
des cellules autonomes, hétérotrophes et chimioorganotrophes dont le trail commun est leur
aptitude & produire de I"acide lactique suite 2 la fermentation des glucides (6). Elles sant
ubiquistes et on les trouve dans différentes niches écologiques comme le lait (Lacrabacillus,
Lactococeus, Streptococeus... ), 1a peau (Laetococeus), les mugueuses humaines et animales
(Lactobacillus), et dans le tractus digestif (Lactobacillus) o elles accomplissent de
nombreuses fonctions: elles créent notamment un envirormement hostile aux bactéries

pathogenes (6, 7).
3- Taxonomie :
3-1- Classification classique :

La taxonomie des bactéries lactiques évolue depuis la premiére classification d’Orla
Jensen (1919), qui a ¢i¢ basée sur leur mode de fermentation, leur morphologie, et leur

température de croissance (Tab. III), (Tenber, 1992).
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Tableau ITI : La classification fonctionnelle des bactéries lactiques (Orla Jensen, 1919).

Hétérofermentaire

Homofermentaire

Batonnets

Betabactéries :
Lactobacillus brevis

Lactobacillus kefis

Streptobactéries :
Lactobacillns casel

Lacrobacillus plantarm

Thermobactéries &

Lactobacillus delbrieckii
ssp. Bulearicus

ssp. Lactis

Lactobacillus helveticus

Lactobacillus acidophilus

Cocei

Leuconostoc lactis
Leuconostoc mesenteroides

ssp. Cremoris

Streprococcus thermophilus

Lactococeus lactis
ssp. Lactis
ssp. Iacétylis

Pediococcus sp.

3-2- Classification moderne:

Cetie classification est basée sur la composition de la paroi et des molécules porteuses

de I'information génétique :

<+ Composition de la paroi :

La paroi des bactéries Gram positif contient différents types de peptidoglycane, Qui
different par la séquence d'acides aminés de la fraction peptidique du peptidoglycane
(PTG) par exemple la séquence Lys-D-Asp est celle qui prédomine au sein du genre

Lactobacillus (Corrieu et Luquet, 2008).

Thermophiles

|
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Composition en base de PADN (GC%) :

Le contenu GC% des bacténes lactiques varie d une espéce a une autre :

Streptococens (Str) = GC% = 34-46%

Pediococenus (Pd) = GC% = 34-42%

Lewconostoe (Ln) =GC% = 36-43%

Lactobacillus (Lb) = GC% = 32-53% (Leuveau et Bouix, 1993).

- Homologie ADN/ADN et ADN/ARN :

L’homologie entre les souches est établit par des techniques d*hybridation exp: pour
les espéces Streprococeus lactis, Streplococeus cremoris el Streptococeus diacetilactis,
leur génome s’hybride fortement de 66-100 % selon les souches (Leuvean et Bouix,

1993).

Séquence nucléique de PARN, 168 ;

L’analyse de la séquence nucléotidique de I'ARN ribosomique (ARNr 16S) des

bactéries lactiques permet de réunir dans un méme grand groupe phylogénétique les

genres.. Lactobacillus. Pediococcus, Leuconostoc, Sireptococcus, Bifidobaclerium

(Leuveau et Bouix, 1993).
Profil plasmidique ;

La majorit¢ des bactéries lactiques contiennent des plasmides dans leurs celinles qui

codent généralement pour les caractéres suivants

* Larésistance a des antibiotiques tels que la tétracycline et 1’érythromycine.
¢ Lemétabolisme glucidique en particulier le métalobisme du lactose.

e |e métabolisme protéique.

= Permiase au citrate (Corrieuw et Luquet, 2008).
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3-3- Etude des genres :
Le groupe de bactéries lactiques se subdivise en plusieurs genres :

Lactobacillus, Carnobaclerium, Lactococeus, Streplococcus, Enferococcus, Pediococemns,
Tetragenococcus, Vagococcus, Qenococcus, Bifidobacterium, Aerococcus, Weissella,

Leuconostoc (Seppo, 2004 ; Boudjema, 2008).
J=ded= Qenre Lactobacillus .

Le genre Lactobacillus est quantitativement le plus important des geures du groupe des

bacteries lactiques et se subdivise en trois groupes *

¥  Groupe de Thermobactérium : Il comprend les lactobacilles homofermentaires
thermophiles qui se développent 4 45 °C. Les espéces les plus fréquentes dans
I'alimeniation (lait, yaourt, fromage) sont L.helveticus, L.jugurti, L.bulgaricus,
L.lactis, L.acidophilus, L.delbrueckif etc ... (Guiraud, 2003).

® Groupe de Streptobactérium : I regroupe les lactobacilles homofermentaires
mésophiles qui se développent a 15 °C (ils peuvent éwre occasionnellement
hétérofermentaires en fonction du substrat). Il comporte les espéces L.easei qui est le
lactobacille prédominant du lait, L plantarum rencontré dans la choucroute,

L.eurvatus, Lisakel, Lacetotolerans, L.graminis, L.rhamnosus gtc... (Guiraud, 2003).

= Groupe de Betabacterium : Il comprend les lactobacilles hétérofermentaires. Les
especes les plus fréquentes dans 1"alimentation sont L fermentum, L.buchneri, L.brevis,

L.viridiscens, L.kefir, L fructivorans, L.sanfrancisco etc... (Guiraud, 2003).
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3-3-2- Streptocogues et autres coques lactiques :

La famille des Streptococcaceae regroupe des geures trés fréquents dans I'indusirie
alimentaire comme agents de fermentation lactique: Streprococcus, Laciococcus,
Enterococcus (ces trols genres éiant anciennement regroupés €n un genre unigue
Streptococcus), Leuconostoc et Pediococcus... La différence entre ces genres est basée sur
I"arrangement des cellules et sur le type de fermentation lactique (homo ou hétérolactique)
(Guiraud, 2003).

4- Caractéres bactériologiques :
4-1- Caractéres morphologiques :

Ce suul des bacléries Qran-posilive, jamais sponddées (Leuvesy ¢l Bouix, 1993), On
distingue principalement selon la forme de la cellule;

v" Les coques (cocei): sont des sphéres ovoides, de 0.5-1.5 jun de diamétre dont la

division peut engendrer des paires, des tétrades, des chaineties ou des amas, ¢’est le

cas par exemple des genres : Streplococcus, Lactococus, Enterococus, Leuconostoe et

Pediococcus. (Leuveau et Bouix, 1993 ; Boudjema, 2008).

v" Les bacilles: sont des bactéries en forme de batonnets de 0.5-2 pm de diamétre et 1.5-
10 um de longueur et qui peuvent s’incurver ou s’allonger en filaments. A coté des
bétonnets droits classiques, on peut frouver des coccobacilles ou de longues chaines de

bacilles, c’est le cas de Lactobacillus (Leuveau et Bouix, 1993 : Boudjema, 2008).

4-2- Caractéres culturaux :

Les bacténes lactiques ont de nombreuses exigences autritionnelles (substrats carbonés,
azotés, phosphatés et soufrés, facteurs de croissance comme les vitamines et les oligo-
éléments), c’est la raison pour laquelle on utilise généralement des milieux riches afin de les
cultiver, les plus utilisés d"entre eux sont la gélose MRS, M17 et NL ete... (Corrieu et Luquet,
2008). Il est possible de mettre €n évidence les caractéres cultiraux suivants (Tab. TV) :
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Tableau IV : Aspect macromorphologique des colonies des bactéries lactigues isalées & partir
du lait de chévre (Badis et al., 2005).

Genre Macromorphologie
Streptocoques Colonies blanches, rondes ou lenticulaires.
Lactocoques Colonies blanches, rondes ou lenticulaires.
Leuconostocs Colanies transparentes trés petites, rondes.
Pediocogues Colonies lisses arrondies, grisdtres ou blanchétres.
Lactobacilles Petites colonies blanches bombées,

4-3- Caractéres physiologigues :

¥ Les BL sont généralement immobiles et aérotolérantes, cependant ceriaines espéces
habitant par exemple le tube digestif des animaux sont anaérobies strictes (Bourgeois

et Larpant, 1996).

v Elles se composent d”espéces mésophiles, dont la température optimale de croissance
est proche de 30 °C, et d’espéces thermophiles, dont la température optimale est
proche de 42 °C. Le tablean V indique les valeurs de la température optimale de

croissance des principaux genres de bactéries lactiques (Corrieu et Luquet, 2008).

Tableau V : Températures optimales de croissance des bactéries lactiques (Corrieu et Luquet,

2008).

Genre ou espéce Températures optimales
Carnobacterium 22-30°C
Leuconostoc 18-30°C
Vagococcus 25-30°C
Lactococcus 27-32°C
Pediococeis 25-40 °C
Lactobacillus (mesophiles) 30-35°C
Enterococcus 30-40 °C
Streptococcus thermophilus 42-43°C

“Lactobacillus (thermophiles) 40-45°C



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

—

Clapicee 17 Loy buetdries luctighes

v" Leur croissance est fortement influencée par le pH du milieu. Les valeurs de pH
optimales de croissance sont génédralement entre 6 ef 6,5 pour les Lactocoques,
Leuconostocs et Streptococcus thermophilus, et entre 5.5 et 6,0 pour les Lactobacilles

(Corrien et Luquet, 2008),

4-4= Caractéres biochimiques :

= Les bacténes lactiques sont incapables de synthétiser les cytochromes et les enzymes &
noyau heme, cependant, grace 4 des flavoproteines, oxydases ou peroxydases, elles
peuvent réaliser des oxydations limitées non phosphorylantes (Bourgeois et Larpant,
1996),

= Llabseive de la valalase esl ung vatuoléuistique des bavténies lactigues, mais certaines
espeéces acquiérent une activilé catalasique sur des milieux riches en héme (Bourgeois
et Larpant, 1996).

= Elles sont généralement nitrate-réductase négatives, en plus de cela ne liquéfient pas la
gélatine, ne produisent pas d'indole ni d'hydrogéne sulfursux (6).

L’activité lipolytique des bactéries lactiques est faible et Lactobacillus bulgaricus
semble &tre le plus actif. La capacité d’hydrolyse vis-a~vis des triglycérides du Iait est
trés limitée. Le role lipolytique des bactéries lactiques thermophiles pendant I"affinage
n'intervient en fait que lorsque la matiere grasse est en grande partie dégradée par la
lipase naturelle du lait on celle d’autres microorganismes (Houali, 1999).

= Elles fermentent des monosaccharides tels que les hexoses (glucose, galactose). des
pentoses (xylose, nibose, arabinose), des hexitols et pentitols (manitel, sorbitols,
xylitol) ou des disaccharides (lactose, saccharose, cellobiose, maltose. tréhalose)
(Corrieu et Luquet, 2008).

» Elles possédent un systéme protéolytique oomplexe qui assure leur croissance dans des
milieux a faibles concentrations en acides aminés libres et oligopeptides comme le lait

(Roudj ef al., 2009).
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5- Métabolisme énergétique des bactéries lactiques :
5-1- Métabolisme des socres :

Les sucres utilisés par les bactéries lactiques sont fermentés essentiellement en acide
lactique. Pour pénétrer dans la cellule. ces sucres doivent d’abord franchir la membrane
cellulaire. Deux systémes de transports actifs des sucres sont présents chez les bactéries
lactiques : Ie systéme phosphotransférase phosphoénol-pyruvate dépendant (PTS), qui couple
le transport et la phosphorylation du glucide (phosphorylation en cascade), et le systéme
perméase énergie-dépendant, qui fait pénétrer les glucides sous forme de sucres libres

(Georges et Luguet, 2008). La fermentation lactique s”effectue selon deux voies (Fig.1):

v Voie d’Embden-Meyerhof : homofermentation, dont laquelle I"acide lactique est le
principal ou le seul produit du métabolisme excrété a partir du substrat (6).
v" Voie de Dickens-Horecker ; hétérofermentation, conduisant a [acide lactique en
mélange avec d'autres produits d’excrétion comme le CO;, acide acetique, éthanol...
(6).
Certaines bactéries homofermentaires sont aussi capables de fermentation hétérolactique
dans des conditions de croissance non optimales ou selon la nature du suecre utilisé

(Leuveau et Bouix, 1993).



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

_— —

Chapitee 1

fies huctéries lctigiees

Voie homofermentaile voie héterofermentail e
Lacloge Lactuse
FEF~ EEE ~
FTR 4 . FYR _
Lactose6-F Lacrose-G-F
| N
v 1 v K i
FHucose Ealactgse-6-F (=liicose
ADE <f— 2 mrqrj"
Hiucase6-F Crlucose6-F
w #an -
Tagatose-G6-F
. AT H
Fructose-G-F are—| & Phosphogiuconate
AXF ~, 3
) Anzag—
ur-ﬂ-—f‘l 1
¥ e
Fructose-L.6-<HE Tagatgse-L.6-diF
‘ Ribulose-5F Oz
7] 4 .
v ose-t ’
4 Xylulose-5P
Diliydr oxyacetone P '
) v * l

Giyceraldelyde-3-F

% mANE
——  mamm
1.3 Driphosphogiveerate

ADF .
AT -
3= Phasphoglveernte

l

2- Phosphoglyegrate

l

Flhosploénolpsravale
ATE
ATy - 5

Pyruyate

— AT
&

e RADG -

Lavtate

Aceryl-F

CoASH __ 1 L Fi
L4
Aceryl-led

CoASH

v
Acetaldehyds

T .
N,

WAL+ d—-“)

v
Ethamol

Figure 1 : La fermentation du lactose chez les bactéries lactiques . voie homofermentaire &t

voig hetérofermentaire (Leuveau et Bouix, 1993)

(1) phospho-B-galactosidase ; (2); tagatose-6-phosphate isomeérase., (3) : tagatose-6-phosphate kinase, (4) .

tagatose-1,6-diphosphate aldolase; (5): pyruvate kinase; (6); lactate déshvdrogénase; (7). Huctose-1,6-

diphosphate aldolase ; (R) : pentose-5-phosphate cétolase ; (92) ; éthanol déshydrogénase.
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5-2- Métabolisme des protéines :

Aprés I'utilisation des acides aminés et des peptides libres, les bactéries lactiques

doivent, pour croitre dans e laif, hydrolyser les protéines. Le systéme protéolytique de ces

bacteries est constitue de deux fypes d'enzymes distinctes: les protéases capables

d’hydrolyser des proféines natives par exemple les caséines ou leurs dériveés et les peptidases

détectées par I'hydrolyse de peptides issus de la dégradation des protéines. Ces enzymes

peuvent étre intracellulaires ou liges & la paroi bactérienne (Leuveau ef Bouix, 1993), Les

enzymes intracellulaires peuvent étre libérées dans le milien extracellulaire par I'autolyse
bactérienne liée a 1'dge de Ia cellule ou aux conditions physiologiques défavorables qui

activent les autolysines capables d’hydrolyser les peptidoglycanes de la paroi (Roudj e/ al.,
2009). La protéolyse du lait par les bactéries lactiques est résumée dans la figure 2.

Paroi M enthrane
. Cyioplasnie
CASEINES —
Protéase
Peptilase i P iéazes
— _yPEPTIDES
DIPEPTIDES ¥ = i fooméese / |
PRO TELV ES
A Peptidases gy
| Dipeptidase eli wein_r.mugkmm

Figure 2 : La proteolyse du lait par les bactéries lactiques (Leuveau et Bonix, 1993),
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5-3-Métabolisme dn citrate ©

Le citrate est transporté a I'intérieur des cellules par une citrate perméase ot il est scindé
en acétate et en oxaloacétate par le complexe enzyvmarique citrate lyase. L’oxaloacétate est
converti en pyruvate et en CO, par une oxaloacétate décarboxylase. Du 2.3 butyléne glyveol
peut &tre produit & partir de "acétoine par [*acétoine réductase. Le citrate réprime la synthése
de cetie enzyme ainsi que celle de la diacétyle réductase, ce qui peut expliquer I"accumulation
de diacétyl ou de I’acétoine dans les cultures de biovar diaacetylactis (Fig.3), (Houali, 1999).

C‘iq;atv

Citrate
perméase

.

C'itvate

Lo
1 Mg ou L » Acetafe
Mut

Oyaloacerte

2 h’ C‘Og

Pwavate l

TPP —

3 €O <~ "
AcetaldéhydeTPP — 5 Acétolactate

Acetyl Cod ~ Mg™ ou
4 CoASH ‘/i Ma™
TPPA !
Thacetvle
NADFH —,
8 NAD P*f/l
AcetoIne E » (O,
NADPH ~
8 NADP* T
1.3 Batyléne glycol

Figure 3 : Le métabolisme du citrate chez les bactéries lactiques (Leuveau et Bouix, 1993).
TPP . thiamine pyrophosphate ; (1), citrate lyase (citritase) , (2) . oxaloacétate décarboxylase: (3) : pyruvate
décarboxylase , (4) . diacéivle synthétase , (5) . diacétyle réductase : (6)  acetoine réductase ; (7) » acétolactale

synihétase , (8) : acétolactate décarboxylase.
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6- Potentiels d’utilisation des bactéries lactiques :
6-1- Potentiel industriel :

En produisant de 1’acide lactique, les bacteries lactiques modifient le miliew dans lequel
elles se trouvent. Cette fermentation lactique est utilisée dans la fabrication de nombreux
produits fermentés tels que : les produits laitiers (yaourt, fromage ...). "alcool (vin, cidre,
biére), charcuteries (jambon, saucissons), pains au levain etc.., La fermentation modifie les

textures et les saveurs des aliments d’origine &t én améliore la conservation (§).
6-1-1- Réle dans 'industrie laitiére :

Depuis leur découverte, les bactéries lactiques sont utilisées pour fabriquer des produits
laitiers. Si cette prafique était & I"origine intuitive, ses bases scientifiques sont aujourd’hui

mieux comprises (8).

% Fabrication da yaourt ;

Le yaourt est un lait fermentd issu de la transformation du lait par les seules bactéries
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricts et Streptococcus thermophilus. L utilisation
combinée de ces deux espéces fait apparaitre une interaction indirecte positive appelée
protocoopération (Corrien et Luquet, 2008). L espéce Lb. delbrueckin subsp. bulgaricus est
plus protéolviique que Sc. thermophilus fournit les acides amingés ev/ou les peptides dont cette
souche a besoin et stimule ainsi sa croissance, En retour, Ia croissance de I'espéce Sc
thermophilus en 1"absence ou a faible concentration d’oxygéne produit de [acide formique

stimulant le-développement de Lb. delbrueckii subsp. Bulgaricus (Leuveau et Bouix, 1993).
% Fabrication des fromages :

Elle se déroule en plusieurs étapes et fait intervenir les genres lactiques suivanis :

Lactococeus, Streprococcus et Lactobacillus (8).
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6-1-2- Role dans la conservation des aliments :

Les bactéries lactiques jouent un rdle essentiel dans la conservation des produits
alimentaires, elles sont capables de produire une variété de produits inhibiteurs dont les effets
peuvent se repercuter sur la flore Tactique elle-méme mais aussi sur la flore indésirable ou

pathogéne (6).

6-1-2-1-Production d’acide et diminution duv pH :

Les acides organiques sont produits par les bactéries lactiques lors du processus de
fermentation et permettent dinhiber la croissance des levires et d’autres bactéries qui

ne peuvent se développer a pH acide (6).

6-1-2-2-Production de peroxyde d'hydrogéne :

La production ¢t I"accumulation de peroxyde d’hydrogéne créent un environnement
toxique pour les cellules non équipées de systeme de protection capable de dégrader ce
composé. Son accumulation est inhibitrice vis-a-vis des souches qui générent de

peroxyde mais aussi vis-4-vis d’autres microorganismes (6).

6-1-2-3-Production de bactériocines :

Les bactériocines produites par les bactéries Jactiques sont des peptides antimicrobiens
de faible poids moléculaire, Elles ont une activité inhibitrice dirigée contre les bactéries
proches de la souche productrice. Cependant, la plupart ont une activité contre des

pathogénes alimentaires tel que Listeria monocytogenes (Dortu et Thonart, 2009).

D’autres agents antimicrobiens sont aussi produits tels que : Le dioxyde de carbone

(COy), le diacétyle et I"acétaldéhyde (6).
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6-2- Potentiel technologique :
6-2-1- Production d*arfmes :

Certaines bactéries lactiques sont capables de produire des composés d’aréme qui
participent aux qualités organoleptiques des fromages, la plupari de ces composés sont issus

du métabolisme du citrate, 1’acétoine el le diacétyle sont les plus importants (6).

6-2-2- Production d’exopolysaccharides :

Certaines souches de bactéries lactiques ont 1a capacité de svnthétiser et d’excréier, au
cours de leur croissance, des polyméres de sucres appelés polysaccharides exocellulaires ou
EPS, qui permettent d’améliorer la texture et la viscosité du produit fini. En général la
présence de polysaccharides dans des produits fermentés tels les yaourts, permet d’augmenter

I"homogénéité du produit et rend sa présentation plus agréable (6).

6-3- Action probiotique :

A partir des fravaux de Teissier en 1906 et de Metchnikoff en 1908, I'idée que les
bactéries lactiques ingérées vivantes pouvaient avoir un effet probiotique a été développée,
Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en
quantité adéquate, conférent un bénéfice pour la santé de I'hdte au-dela de Ieffet nutritionnel
premier (Corrieu et Luquet. 2005). Pour cette raison, ces bactéries sont de plus en plus

utilisées en alimentation humaine et animale. Parmi leurs effets bénéfiques, on peut citer :

= Inhibition du développement et de la synthése de toxines par les microorganismes
pathogenes.

* Propri¢iés antitumorales dues a I'inactivation on [Iinhibition des composés
carcinogéne dans le tractus gastro-intestinal.

=  Prévention et traitement des diarrhées dues aux infections gastro-intestinales.

* Excrétion de Ja B.galatosidase notamment par les Zactobuacillus et qui est souvent
deficiente dans le tractus digestif de 1"hdte facilitant ainsi la digestion du lactose (6).
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I- Echanges génétiques chez les bactéries ;

Le brassage de I'information génétique au sein d’une popuiation est mn des éléments
essentiels de son évolution. Chez les organismes superieurs, ce brassage est assuré par la
fusion des gametes lors de la reproduction sexuée, Les bactéries n’ont pas de réproduction
sexuée. mais différents phénomenes leur permettént de transférer du matériel génétique:
directement ou indirectement. vers des bactéries réceptrices dans lesquelles il peut étre
substitu€ au matériel génétique homologue. & la suite d’une recombinaison. Ceci peut se faire
paf trois mécanismes différents: La transformation, dont laquelle la cellule bactérienne
absorbe de I"ADN présent dans ["environnement ; la conjugaison, ot ’ADN est transféré via
un plasmide d'une cellule bactérienne & une autre ; et la transduction, oli un bactériophage

emporte de I"ADN bacterien d'une cellule a une autre (Cutnin, 1993).

La possibilité de détecter des micro-organismes ayant réalisé un de ces trois mécanismes
dépend de Iexpression du on des génes intégrds dans la cellule hdte. Souvent ces génes
deviennent des €léments du patrimoine génétique bactérien et les caractéres acquis par cet
échange génétique sont transmis aux cellules filles aprés division cellulaire (Jorome ef al.,

2004).
2-Historique de Ia transformation:

En 1928, Frederick Guiffith démontre que I'inoculation sous-cutanée a la souris d'un
mélange de pneumocoques capsulés (virulents) tués par la chaleur et de pneumocoques
acapsulés (non virulents) vivants, entraine une septicémie mortelle d pneumocoques capsulés
vivanis. i y a donc eu transformation ou « réversion » des pneumocoques acapsulés (R) en
pneumocoques capsulés (S). En 1944, Avery, Mac Leod ef Mc Carty démontrent que le
« principe transformant » est 'ADN bactérien, ils réussissent a reproduire in vitro la
transformation en présence dADN fortement polymérisé. L'activité transformante est perdue
en presence de désoxyribonucléase (9), mais pas aprés une exposition & des protéases ni & des
ARNases (enzymes qqui détruisent respectivement les protéines et les ARNs) (Fig. 4), (Jorome:
et al., 2004).
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Figure 4 : Les expériences de transformation de Griffith (Madigan et Martinko, 2007).

(a) Les souris meureni de pneumonie aprés injection de pneumocoques de souche S, qui possédent une capsule et
forment des calonies lisses. (b) Les souris survient aprés injection de pusumocagues nion pathogénes R, qui ne
possédent pas de capsule et forment des colonies rugueuses, (c) L injection de pneumocoques S tugsa la chaleur,
reste sans effet, (D) Les souris développent une pneiimonie aprés injection de bactéries R vivantes et bactéries S

tlées : on retrouve dané le§ souris mortes des bactéries vivantes de type 8.
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3-Définition ¢

La transformation est un phénoméne complexe qui débute par la capture d'un ADN
donneur exogéne par des bactéries qui se trouvent dans une situation physiologigue
particuliere dite de compétence, et se terminent par ’expression par la cellule réceptrice de

propriétés codées par I’ADN denneur (Cuinin, 1993).

4-Conditions de la transformation:

- La cellule réceptrice doit &tre dans un état de compétence: La compétence de
transformation est caractérisée par un état membranaire particulier durant lequel la paroi
généralement relativement régide peut permettre le transport de macromolécules d°ADN
relativement grosses (Jorome ef al., 2004)

L'ADN transfonmant doit étre bicaténaire (aucune transformation n'est possible avec tm
ADN monocaténaire) (10).

- L’ADN doit &tre libre, nu et en solution, sa taille joue un rdle déterminant (10).

S-Mécanisme de Ia transformation :
5-1-Chez les bactéries Gram positif

Chez les bactéries a Gram positif, I'état de compétence nécessite I'apparition 4 la surface
de la cellule d'un complexe protéique constitué d'une endonucléase, d'une exonucléase, de
polypeptides capabies de liet 'ADN et d'une autolysine qui augmente la perméabilité
cellulaire et permet au complexe proiéigue de gagner la surface cellulaire. L'ADN bicaténaire
présent dans le milieu extérieur peut alors &tre capté, il est découpé par l'endonuciéase en
fragments d'environ 15 Kpb, puis I'exonucléase dégrade I'un des deux brins d'ADN alors que

le deuxiéme brin pénétre dans le cytoplasme oir il peui &tre recombiné avec le chromosome

(Fig. 5, (10).
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Figure 5 : Transformation bactérienne chez les bactéries & Gram positif (Jorome et al., 2004).

(a)Adsorption d'un ADN double brin grice & une protéine mermbranaire liant I"ADN. (b)Pénétration d’un des
deux brins dans la cellule tandis qu'une nucléase dégrade I'autre brin. (¢) Le simple brin dans la cellule s'associe
avec des proteines spécifiques er l2 recombinaison avec des régions homologues du chromasoniz bactérien est
réalisée sous le contrdle de la protéine RecA. (d) Cellules iransformées.
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5-2-Chez les bactéries Gram négatif :

Chez ce type de bactéries. les mécanismes sont proches, mais il existe deux différences

essentielles :

~ L'état de compétence et la capture de I'ADN sont associés a la présence de petites vésicules
membranaires, appelées fransformasomes, et qui font saillie & l'extérieur de Ia celiule, L'"ADN
translormant est caplure par ces vesicules et il est transporte dans |'sspace périplasmique.
Dans l'espace periplasmique il est dégradé et un unique brin d'ADN gagne le cyfoplasme

avant d'étre incorporé au chromosome ( 10).

= La vaplure de 'ADN eavgeue uéessile T ieconnaissauce e sdguences spéeifiques de 10 4
11pb. Par exemple, la séquence AAGTGCGGTCA pour Haemaphilus influenzae ou la
sequence GCCGTCTCAA pour Neisseria gonorriiveae. Des séquences d'une telle longueur
ont peu de chance d'étre préseutes sur de nombrenses molécules d'ADN ce gui confére une
certaine spécificité 4 la transformation (seul des ADN spécifiques peuvent étre transformants)
(10).
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6-Types de la transformation :
6-1- Transformation naturelie :

La transformation naturelle peut s'observer chez un nombre limité d'espéces bactériennes
a Gram positif (Streptococcus, et Leuconostoc carnosum) (Corrieu et Luquet, 2008). ou 2
Gram négatif (Neisseria, Branhamella, Acinetobacter, Haemophilus). Pour d*autres bactéries,
aueune  fransformatiom nafurclle p'a été¢ ohservée, mais i1 est possible d'obtenir une

transformation artificielle (10).
G=2= Thauslvs mativia a Uilicielle ;

La transformation artificielle est d'un usage courant dans les laboratoires de biologie
moléculaire. Elle a pour but de transférer diverses molécules d'ADN a des bactéries non
naturellement transformables. La bactérie réceptrice est alors utilisée pour amplifier I'ADN
exogene qui est souvent un plasmide. Pour rendre compétente la bactérie réceptrice, on utilise
des techniques permettant de perforer les enveloppes bactériennes. Une de ces techniques
consiste 4 placer les bactéries et 'ADN transformant dans un milieu riche en calcium et a
soumetire le mélange & un choe thermique (chauffage 4 42 °C suivi d'un refroidissement
brutal dans la glace). Une autre technique classique est celle de 1'électroporation qui consiste &
soumnetre les bactéries 4 des impulsions électriques & haute tension ayant pour but de créer

des pores dans les enveloppes bactériennes (10).
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7- Intéréts de la transformation:

- Ce mode de transfert & un grand intérét historique : L"ADN esi bien le support chimique
de I"hérédité; et non les protéines (11).

- 11 a permis I'établissement des premiéres cartes génétiques partielles chez les baciéries,

et done des études plus précises sur la virulence, la résistance aux antibiotiques (11).

~ La transformation permet le transfert d’um ou plusieurs caractéres d’une souche

bactérienne vers une autre

> La résistance aux antibiotiques telle que la résistanice 4 1"érythromycine, streptomycine

ete...

»# La synthese des enzymes impliqués dans I'amélioration métabolique (Clows. [973).

- La découverte ultérieure de la transformation artificielle a permis alors de transférer
divers ADN sous forme de chimére ou hybride comme un plasmide sur lequel sont
clonés des génes bactériens, animaux ou humains 4 des bactéries non transformables

naturellement comine £. eoli (11).

- Dans le domaine médical, |'intérét de la transformation est lié 4 I'émergence d'espéces
résistanies aux antibiotiques commie Streptococeus preumoniae, dautres streptocoques,
Neisseria meningitidis ou des Staphviococeus spp. Ainsi; lg traitement antibiotique
d'une infection rhino-pharvngée peut conduire 4 la sélection de souches résistantes de
streptocoques commensaux susceptibles de transmettre, par transformation, les génes de

resistance a Stireptacoccus prewmaonice (10),
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Parfle expdrimentals

La partie pratique de ce travail a été réalisée dans les laboratoires de microbiologie et de

biochimie du département de Biologic a ['université 08 mai 1945 8 Guelma.

Sachant que les bactéries lactiques peuvenr différer par un certain nombre de propriétés
intéressantes pour Iindustrie laiticre, telles que leur vitesse d’acidification, leur activité
protéolytique et aromatique, Les bactéries utilisées 4 cet effet devraient avoir des propriétés
répondant aux exigences d'une fabrication fiable et de qualité choisit selon leurs

caractéristiques industrielles, mais aussi selon des critéres génétigues.

Nous ailons pour cela essayer d’isoler des bactéries lactiques 4 partir des échantillons du

lait, d’éwdier et de comparer leurs propriétés industrielles, et enfin, transformer

génétiquerment 1 une de ces bactéries.

I- Matériel et méthodes :
I-1- Echantillons biologiques :

Nos essais ont porté sur 4 échantillons du lait :
- 2 échantillons du lait de vache (1 eru, 1fermenté),

- 2 échantillons du lait de chévre (leru, 1 fermentg).

Les echantillons prélevés des deux sites : Guelma (LT.M.A.), prioritaire privé, sont

transportés jusqu’au laboratoire dans des conditions d’asepsie satisfaisantes.

I-2- Matériel :

Le matériel utilisé et la composition des milistix utilisés pour ’isolement et I’ identification

des bactéries lactiques sont présenté en annexe 1 et [1 respectivement
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I-2-1- Milieux d’isolement :

- Milieu M17 : ce milieu convient pour I"isolement des coques lactiques (Zadi-Karam et
Karam, 2005).
- Milieu MRS : utilisé pour I"isolement des lactobacilles (Zadi-Karam et Karam, 2005).

1-2-2- Milieux d’enrichissement :

- Bouillon Elliker : utilisé pour |"enrichissement des Lactobacilles et des cogues lactiques
(Mechai, 2009).

1-2-3- Milieux d*identification :

- Milien gélosé de mannitel mobilité : pour tester la fermentation du manmtol ef la
mobilité des bactéries isolées (12).

- Bouillon nitraté : pour la recherche de I"enzyme nitrate-réductase (12).

- Milien TSI : pour I'étude de la fermentation des sucres (lactose, saccharose, glucose)
(12).

- Miliew Mevag : pour I'étude de la fermentation des sucres additionnés (arabinose,
maliose, galactose) (Carbonnelle ef al., 1987),

- Miliea BCPL : pour le test de I’homo-hétérofermentation (Guiraud et Galzey, 1980).

- Bouillon hypersalé : pour tester I'aptitude des bactéries a se développer en présence
du chlerure de sodium (NaCl) (Mechai, 2009).

- Clarcket Lubs : pour I'étude de | activité aromatisante (12).

- Lait écrémé stérile : pour I"étude du pouvoir acidifiant (Branger ef al., 2007).

- Milieu gélose au lait / Milieu M17-milk agar et MRS-milk agar : pour 'étude de
Pactivité protéolytique des bactéries lactiques (13), (Zadi-Karam er al., 2004),
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1-3- Méthodologie :
I-3-1- Isolement des bactéries lactiques :

A partir de chaque échantillon du lait, des dilutions décimales (107, 102) ont été
effectuées dans de 1'eau distillée stérile. Ensuite, les milieux d’jsolement solides, M17 et
MRS, sont ensemences par chacune de ces dilutions en plus de I'échantillon pur. Les boites
ensemencées sont incubées 4 37 °C pendant 24 heures pour les coques lactiques sur milieu

M17 et pendant 48 heures pour les lactobacilles sur milieu MRS.

A partir des colonies suspectes isolées sur boites de pafri presentant la morphologie, la
coloration de Gram, les tests de catalase et d'oxydase identiques a celles des bactéries
Jactiques, un repiquage est cffectué sur bouillon d’enrichissement (bouillon Elliker) puis
ncube pendant 24 heures a 37 °C, un deuxiéme isolement est effectué 3 partir du bouillon
Elliker sur milieux M17 et MRS. Aprés incubation a 37 °C et aux temps appropriés 4 chaque

genre, plusieurs paramétres sont étudiés pour la caractérisation des bactéries isolées.

I-3-2- Identification des bactéries lactigues :

A- Caractéres culturaux et morphologigues :

Une observation macroscopique de I"aspect des colonies est effectuée (couleur, taille,
forme et contour. .. ) dans Ie but de différencier les colonies suspectes.

Les cellules sont ensuife examinées au microscope optique pour différencier leur

morphologie et leur disposition aprés coloration de Gram, technique irés utile pour la

classification des bactéries seion la composition de la paroi cellulaire et sa perméabilité,
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B- Caractéres biochimiques ef physiologiques :

%+ Test de la catalase :
La catalase est une enzyme qui a la propriété de décomposer ’eau oxygénée avee
dégagement d’oxygene (Bourgeois et Leuveau, 1980).
2,0y ————» 2H, 0+ O
La technique consiste a déposer une colonie de la culture & tester sur une goutte d’eau
oxygeénee. Si les bacléries examinées possédent une calalase, on observe un dégagement

immediat de bulles gazeuses (Hariri ef al., 2009).
%+ Recherche d’une cytochrome oxydase :

La cylochrome oxydase est le dernier transporteur d*électron de la chaine respiratoire.
Elle catalyse le transport d’hydrogéne sur [’oxygéne moléculaire pour produire de I'eau
oxygénée selon la réaction suivante

DIl +Qy Cytochrome-oxydase . H:Oz +énergie.

—

La techrnique consiste & utiliser des disques (OX) commercialisés par I’institut Pasteur, ces
disques sont imprégnés de 1"oxalate de diméthyle paraphenylene diamine, ce composé est
oxydé par le systéme cytochrome C des bactéries dites oxydase positive en un composé
violet. En pratique, le disque est imbibé avec une ou deux gouites d’eau distillée stérile et une
parcelle de culture prélevee a 1"aide d™une anse de platine est alors étalée sur ce disque. La
présence d’oxydase se manifeste alors par le deéveloppement d’une coloration violette

(Mechai, 2009).
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% Recherche d’une nitrate réductase :

Les bactéries possédant une nitrate-réductase peuvent réduire les nitrates en nitrites,
d’autres peuvent les réduire jusqu’au stade azote gazeux, il s’agit de la nitrification.
La reduction des nitrates en nitrites est recherchée sur une culture en bouillon nitraté incubé a
37 °C pendant 24 heures, la mise en évidence de "apparition des nitrites se fait par addition de
quelques goutes de chacun des deux réactifs.; Nitrate réductase [ et nitrate réductase 11,

Si la reaction est négative, deux éventualités sont possibles : ou bien Ia réduction a
depassé le stade nifrite et s’est poursuivie jusqu’au stade NH; ou N3 ou bien les nitrates non
réduits sont encore présents (bacterie nitrate-réductase négative). On ajoute 4 la cnlture un peu
de poudre de Zn, on melange et on laisse reposer. Si les nitrates n’ont pas été utilisés, ils
seronl reduits chimiquement pur la poudre de Zn ef la réaction colorée des nitrites apparait
rouge. Par contre, si le milieu reste incolore les nifrates sont complétement réduits an-dela du
stade nitrite et la présence de bulles gazeuses dans la culture témoigne de la réduction des

nitrates en N, gazeux (Mechai, 2009).
» Etude de la mobilité et la dégradation du mannitol :

A partir des suspensions bactériennes, on ensemence par pigire centrale le milien
geélosé semi-solide de mannitol mobilité puis on 1"incube 4 37°C pendant 24 heures.

Le virage de la couleur du milieu du rouge au jaune indique la dégradation du mannitol,

Jes bactéries immobiles se développent uniquement le long de la pigire centrale (Guiraud et

Galzey, 1980).
% Etude de Ia fermentation des sucres :

Ce test permet d’apprécier 'aptitude des bactéries a métaboliser divers sucres. A partir
des suspensions bactériennes, on ensemence le milieu TSI en surface et par pigire centrale
puis on incube 4 37 °C pendant 24 heures. Le virage du culot du rouge au jaune indique la
fermentation du glucose. Tandis que, le virage de la pente du rouge au jaune indique la

fermentation du lactose et du saccharose (Denis et Ploy, 2007).
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Une deuxicme technique consiste & ensemencer par pigqure centrale le milieu sucré gélosé
semi-solide (Mevag), Ce dernier est incubé & 37 *C pendant 24-48 heures. Les sucres
additionnés sont : galactose. arabinose, maltose. La fermentation du sucre additionné se

traduit par un virage de la couleur du rouge au jaune (Carbonnelle ef al., 1987).

% Test de 'homo-hétérofermentation :

Ce test permet d’apprécier le type de métabolisme pour lequel le substrat carboné est
transforme, il consiste & mettre en ¢évidence la formation du gaz (CO;). A partir des
suspensions bactériennes, on ensemence le milieu liquide (BCPL) contenant une cloche de
Durlam permetiant la mise en évidence de la production du gaz. Puls o incube & 37 "C
pendant 24-48 heures. Le test posifif se aduit par un virage de indicateur coloré du violet
au jaune, ["hétérofermentation est traduite par la production du gaz dans la cloche (Guiraud et

Galzey, 1980).
% Croissance sur milieu hypersalé :

Ce test permet de voir ["aptifude des bactéries 4 se développer en présence de chlorure de
sodium (NaCl). Cette aptitude est vérifiée par ensemiencement du bouillon Elliker additionng
respectivement de 2,5 7, 4 7 et 6,5 7. de NaCl. L'incubation esi réalisée 4 37 "C pendant 48

heures. La présence d’un trouble indique la croissance bactérienne (Mechai, 2009).
+ Température de croissance :

Ce test permet de différencier les bactéries mésophiles des bacteries thermopliles. Les tubes
4 essai contenant les milieux MI17ef MRS sont ensemencés par les bactéries & tester.
L'incubation est réalisée a des températures et des durées différentes: 4 20 “C et a 45 °C

pendant 24 & 48 heures (Harid, 2009).
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% Thermorésistance 4 60 °C pendant 30 minutes :

Des tubes contenant le milieu Elliker sont ensemencés par les bactéries a tester, puis placer
au bain marie & 60 "C pendant 30 minutes, refroidis et incubés 4 37 °C pendant 48 heures
(Houali, 1999),

1-3-3- Caractéres industriels :

% Activité aromatisante :

La réaction de Voeges-Proskauer est caractéristique de certaines bactéries. Elle consiste a
réveler une ¢ape intermeédiaire do la transformation de 1"acide pyruvique qui comsisic cn In
production d’acetyl-methyl-carbinol (acétoine). L'activité aromatisante est importante en

industrie laitiére car 1’acétoine est mit & profit pour donner de I’arome aux produits laitiers.

La technique consiste & ensemencer les tubes de bouillon glucosé Clark et Lubs par les
bactéries & tester qui seront par la suite incubges 4 37 *C pendant 48 heures. Lors de la lecture
des Tésultafs, on ajoute aux tubes présentant un trouble 2 4 3 gouttes de réactif VPI (KOH) et
VPII (naphtol). La réaction positive se traduit par une coloration rose & la surface du milieu

aprés 3 4 10 minutes (Mechai, 2009,
s Pouvoir acidifiant :

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée chez les
bactéries lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Pour I"apprécier, les bactéries 4
tester sont inoculées dans des flacons contenant du lait écrémé stérile reconstitué 4 10 7 ef
incubés & 37 “C. Une fois le lait est coagulé, le pH est mesuré immédiatement (Branger ef al.,

2007).
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4 Activité protéolytique :

Ce test a pour but la différenciation des bactéries protéase (+) et protéase (-). Pour cela,
des-disques de papier whatman stériles sont imbibés par les suspensions bactériennes 4 tesfer
puis placés sur des boites de petri contenant le milien gélose au lait. Pour confirmer les
résulfats obtenus, le test est refait sur les milieux M17- milk agar ¢t MRS-1mnilk agar selon les
bactéries isolées. Aprés incubation 4 37 “C pendani 24 heures, les bactéries protéase (+)
apparaisseni sous forme de larges colonies entourées par des zones blanchatres dues & la

croissance et 4 la dégradation de la caséine (13).

I-3-4- Extraction de ’ADN plasmidique :

La technique d’extraction utilisée est celle décrite par Bimboin et Dolys en 1979. Les
étapes sont les suivantes ;
- Obtenir une culture bactérienne par incubation de I'espéce donnatrice sur bouillon
Elliker pendant une nuit & 37 “C sous agitation.
= Realiser une centrifugation 4 9000 tour/min pendant 4 min.
-~ Eliminer le surnageant et ajouter au culot4ml de solution de lyse bactérienne et passer
an vortex pour décoller Ie culot,
- Ajouter 8 ml de la solution de lyse alcaline au culot ponr compléter la lyse cellulaire.
- Récupérer le sumageant aprés une deuxieme centrifugation et précipiter avec de
I"acetate de sodium et du méthanol pur et laisser 15 & 20 min au froid (- 16 °C).
- Centrifuger et récupérer le culot et ajouter 500 pl d'éthanol et laisser au froid pendant
quelques minutes.
- Réaliser une autre centrifugation et reprendre le culot dans le TE, puis conserver & 4
°C.
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1-3-5- Electrophorése de I'ADN plasmidigue :

Elle est effectuce sur gel d’agarose a 1%, confenant du BET a 0,5mg/ml. La migration
est réalisée dans une cuve sous un champ électrique de 69 V. La visualisation des bandes

d"ADN plasmidique est faite sur une lampe & U.V (A= 254 nm) et 4 I’ obscurité.

I-3-6- Transformation bactérienne :

La technique utlisée est celle décrite par Bimboin et Dolys en 1979, Les principales

etapas sont les suivanies -

- Une culture de espéce réceptrice sur le bouillon d*enrichissement Elliker est obtenue
par socubabion o 37 °C pendunl une nurl sous agitanon.

- Relancer une culture au 1/20°™ 4 37°C sous agitation pendant 2 heures pour obtenir
des bactéries en phase exponentielle de croissance,

- Centrifuger 2 6000 t/min pendant Smin

= Reprendre le culot par 1mi de CaCls (0, IM) froid.

~ Réaliser une deuxieme centrifugation, reprendre le culot dans du CaCl, et laisser le
mélange 20 min a 4 *C.

- Refaire les deux derniéres étapes.

- Mélanger 10 pl d°ADN et 20 pl des cellules compétentes.

- Incuber & 37 °C pendant Imin puis Theure dans la glace,

- Ajouter 1ml du bouillon frais et incuber sous agitation pendant 1 heure & 37 °C.

Aprés la transformation, on est passé & la vérification des caractéres étudids (les
caractéres d’identification: coloration de Gram, catalase, oxydase. nitrate réductase et
mobilité et des caractéres industriels : activités aromatisante, protéolytique et pouvoir

acidifiant).
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IT- Résultats et discussions :

TE1-Résultais d’isolement :

Plusieurs tentatives d'isolement ont éte effectuées a partir des différents échantillons de
lait, cependant, ceriaines seulement ont été concluantes, les résultats d’isolement sont

présentés dans le tableau VL.

[1-1-1-A partir du laitcro :

Seule la beite du milieu M17 ensemencée par le lait de vache présente une poussée
bactueimie, Llabscine JTue puussée uux tivenus des aulivs bulles ensemencées (lair de
vache sur miliew MRS, lait de chévre sur les milieux M17 et MRS) peut &tre due aux faibles
taux des bactéries lactiques dans ces échantillons de lait, ceci est en effei li¢ a la différence
entre la qualité du lait de vache et celle de chévre, celle-ci est définie par son aptitude a
favoriser la croissance des bactéries lactiques et est inhérente 4 plusieurs facteurs fel que

I"alimentation (Morge ef al., 2004 : Araba, 2006).
Il-1-2-A partir du lait fermenté :

Sachant que le lait contient davantage des bactéries lactiques, on a jugé utile de le laisser
fermenter afin de pouvoir réussir leur isolement, Cependant, on a remarqué une différence
dans le temps de coagulation entre l¢ lait de vache et de chévre. 1l était plus rapide (24 heures)
pour l¢ lait de vache par rapport 4 celin du chévre (4 jours). Ceci peut étre du 4 la diversité de
la flore lactique du lait de vache. Les travaux de Karam ef af, (2003) ont montré que Ja

fermentation rapide du lait de vache est liée & sa flore lactique.
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Tablean VI : Résultats d’isolement des bactéries lactiques 4 partir du lait de vache et du lait

-

de chevre,
Milien Echantillons Aspect Aspect
de macroscopigue microscepique
culture
Petites colonies Cocei de couleur
arrondies, lisses & violetie (Gram+)
Lait de vache cru contour régiilier de Tegroupés en amas,
couleur blanche en chainettes, en
creéme. diplocogues et des
Monocoques.
Lait de chévre cru / /
Petites colonies Cocel de couleur
arrondies, lisses a violette (Gram+)
contour régulier de regroupes
coulenr blanche en diplocoques, en
L Lait de vache fermenté créme. amas et des
= MONOCOGUES.

Fines colonies
transparentes,
arrondies, lisses et
bombées a contour

Cocci de couleur
violette (Gram+)
TESroupes en
courtes chaines, en

regulier, amas, en diplocoques
et des monocogques.
Lait de chévre fermenté Colonies moyennes, Cocci de couleur

plates, arrondies,
lisses 4 contour
régulicr, de couleur

violette (Gram+)
regroupes en’
‘chainettes et en

blanche laiteuse. diplocoques.
Lait de vache cru { /
Lait de chéyre oru / /

Lait de vache fermenté

Colonies de taille
movenne, lisses a
contour régulier, de
couleur blanche
créme.

Bacilles de couleur
violette (Gram+)
reégroupés en paire,
en'amas et des
monobacilles.

Lait de chévre ferments

/

/

L’examen wicroscopique apres coloration de Gram nous a permis de différencier

I'aspect morphologique des bactéries isolées ainsi que leurs arrangements. On a constaté ne

prédominance des coques lactiques dans les différents echantillons (Fig. 6, 7-et 8). Alors que

les lactobacilles se révélent unmquement dans le lait de vache fermenté (Fig, 9).
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Figure 6: Coques lactiques isolées & partir Figure 7: Coques lactiques isolés & partir du
du Jait de vache cru sur milieu M17 lait de vache fermeuté sur milieq M17

(grossissement x100). (grossissement x100).

Figure 8: Streptocoques lactiques isolés 2 Figure 9: Lactobacilles isolés 4 partir du lait
partir du lait de chevre fermenté sur milieu  de wvache fermenté swr  milieu MRS
MT17 (grossissement x100). (grossissement x100).

TI-2- Résultats d’identification :

II-2-1- Résultats des tests biochimiques et physiolngiques :

Les résultats des tests biochimiques et physiologiques obtenus sont regroupés dans le
tableau VII.  Ces résultats montrent clairement que les bactéries isolses répondent aux
caractéristiques des bactéries lactiques qui sont : immobiles, Gram-positive, catalase-négative,

oxydase-négative et généralement nitrate réductase négative, Ces résultats concordent avee les

données de Leuveau et Bouix (1993).
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Tableau VII : Résultats des tests d’identification des bactéries isolées.

Resufrary el diseussions

Bactéries isolées
B, B, B By Bs
Tesis
Caialase V - w. " - -
Oxydase - | - - = -
Nitrate réductase -+ < = s -
Immebiles | Immobiles Immobiles Immobiles [mmobiles
Mobilité (mannitol +) | (mannitol+) | (mannitol+) (mannitol+) (mannitel-)
ermentzaiion des
SUCras &
~-Glucose - - ¥ + 4
-Lactose + + -+ + +
~Saccharose + -+ B 4- .
-Arabinose - - + - -
-Galactose - - - z s
=Maltose — z <+ - -
Proaduction - - - . .
d*hydrogéne sulfurenx
Homao
Type fermentaire (faiblement Hormo Hétéro Hétéro Homo
positif)
Production (’acétoine - = ¥ - -
Croissance sur bouillon
hypersalé 2,5% / / + + +
| Croissance sur bouillon
hivpersalé 4% / / * = -
Coissance sur bouillon
hypersalé 6,53% / / = e s
Croissanee a 20°C / ! -+ + -
Croissance 3 37°C + + ' + +
Croissanee a 45°C
! / = = +
Tl;ermn_résistauce 3 60 { / - - en
°C pd 30 min |

Homo: bactérie homofermentairs, Hétéro: bactéric hétérofermentaire
B, : bactéries isolées 2 partir du lait de vache eru sur milieu M17.

B; : bactéries isolées a partir du lait de vache fermenté sur milieu M17,
Ba: bactéries isolées & partir du lait de vache fermenté sur milieu M17,
By : bacténes isolées 4 partir du lait de vache fermenté sur milieuw MRS,
Bs : bactéries isoleées a partir du lait de chévre fermenté sur milieu M17.
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NB : Les boites contenant les bactéries By ef Bs ont subit une contamination, ¢’est pour cette

raison que le reste des tests n’a pas été effectué & partir de ces bactéries.

Les résultats obtenus montreni que les bactéries B; apparaissent sous forme de colonies
transparentes sur milien M17, se caractérisent par un métabolisme hétérofermentaire (c'est--
dire fermente le lactose avec production de COa), elles fermentent également les sucres :
glucose, galactose, arabinose, saccharose, mannitol et maltose, sont capables de croitre aux
températures 20°C et 37°C mais pas 4 45°C, il s’agit donc de bactéries mésophiles, eiles

deégradent le vitrate avec production d'acétoine.

L ensemble de ces caracteristiques et sur la base des données mentionnées par Guiraud
(1998), Leuveau et Bouix (1993), il est parmis dans ces conditions de suggérer qu’il s’agi.t de

baciéries apparienant au genre Lenconostoc.

Les bactéries Bs sont homofermentaires, leur activité fermentaire est réduite a quelques
sueres qui sont le glucose, le lactose et le saccharose, capables de croitre 4 45°C mais pas &
20 °C et thermorésistantes 4 60°C pendant 30 min, il s’agit donc de bactéries thermophiles,
fortement sensibles au NaCl.

Ces caractéristiques nous orientent vers [’espéce Sirepiococcus thermoplilus selon les

données de Leuyeau et Bouix (1993).

Les bactéries B, apparaissent sous forme de bacilles, elles possédent un métabolisme
heétérofermentaire et fermentent les sucres suivants : glucose, lactose, mannitol et saccharose,
capables de croitre aux températures 20°C et 37 °C miais pas a 45°C, il s"agit donc de bactéries
mesophiles.

Ces caractéristiques rapprochent ces hactéries du genre Lactobacillus, (Leuveau et

Bouix, 1993).

4z
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T1-2-2- Résultats des caractéres industriels :

A~ Test de Pactivité aromatisante :

Le test d*aromatisation montre que I"espéce Leuconostoc sp. produit de 1’ acétoine, cette
production est révélée par I’apparition d*un anneau rose & la surface du milieu Clark ef Lubs
aprés addition de VPI et VPII (Fig. 10). En revanche les espéces Streptocnceus thermophilus
et Lactobacillus sp. ne produisent pas d’acétoine, Ces résultais concordent avec les données

te Bourgeos ct | cuveau (1980), Mechai (2009).

- = e p—

Figure 10 : Activité aromatique chez ’espéce Lenconostoc sp.
B- Test du pouvoir acidifiant :

Ce test montre que Vacidification révélée par la coagulation du lait par les espéces
Lactobacillus sp. et Streplococcus thermophilus se manifeste dans les premiéres 18 heures
d'incubation. Selon Leuveau zr al. (1991), cette coagulation est dife rapide. Cependant la
coagulation du lait par 'espéce Lenconostoc sp. ne survient quaprés 42 heures, elle est donc
dite lente, Les valeurs du pH mesurées juste aprés coagnlation du lait sont représentées dans
le tableau VIIT.
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Tableau VIII : Valeurs du pH aprés coagulation du lait.

Bactérie testée Valeur da Ph Temps de coagnlation
Streptococeus thermophilus 5,04 Avant 18 heures
Lactobacillus .a,p.ﬁ | 561 Avant 18 heures
Levconostoc sp. 4.89 Apres 42 heures

C- Test de 1"activité protéolytique :

Le résultat de ce test se traduit chez I'espéce Sweprococcus thermaphilus par la
croissance de colonies blanches entourées d’un halot blanc caractéristique de la précipitation
de la caséine et donc de la présence de la protéinase (prot+). Ces résultats concordent avec les
travaux de Shahbal Shahbal et Hemme (1991) Cependant, les espéees Leuconostoe sp. et
Lactobacillus sp. sont caractérisées par un phénotype (prot-) ear il y'a croissance de trés
petites colonies sans précipitation de la caséine méme avec une prolongation de la durée
dincubation jusqu’a 72 heures (Fig. 11, 12, 13 et 14).

=

-

Prot -

Figure 11 : Activité protéolytique des especes Streptococcus thermophilus et Leuconostoc sp.
sur gélose au lait.
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Prot + i
.
J
g

Figure 12 : Aclivité prodolyuigue des espéees Sneprocdocus 'I-ﬁenﬂwphdm el
Leuconostoc sp. sur milien M17 milk agar.

Prot -

e r T S e B R B e B = Ll

Figure 13 : Activité protéolytique de I’espéce Laciobacillus sp. sur gélose au lait,

Figure 14 : Activité protéolytique de I'espéce Lactobacillus sp. sut MRS milk agar
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IT-3- Résultat du profil plasmidique :

L’analyse électrophorénque sur gel d’agarose en présence de BET et sous la lumisre
ultraviolette a montré la présence d’une bande bien nette qui correspond 4 I'’ADN plasmidique
extrait & partir de I’espéce donnatrice (Fig. 15).

A partir de ce résultat, nous sommes en mesure de confirmer la présence de 'ADN
plasmidique chez ’espece Streprocaccus tehrmophilus, mais la non disponibilité d’un témoin
de taille nous a empéché d’estimer la taille de cette bande.

Figure 15 : Résultat du profil éléctrophoerérique de I’ADN plasmidique de I"espéce
Streptococeus thermophilus.

TI-4- Résultats de la transformation :

Rappelons que I'espéce Leuconostoc sp. a subi une transformation par le plasmide
extrait 4 partir de Uespéce Streprococcus thermophilus, Afin de connaitre les nouveaux

caractéres acquis par Iespéce transformée, une étude comparative de quelques caractéres des

3 especes : transformante (Streptococcus thermophilus), transformée (Leuconosioe sp.) et non

transformée (Leuconostoc sp. avant transformation) a été établit Les résultats de ces

caractéres somnt présentés dans le tableau X
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Tableau IX : Reésultats des caractéres étudieés chez les especes Streptococcus thermophilus et

Leucanostoe sp. avant et apres transformation.

Test Espéce Espéce non Espéce
fransformante fransformée transformée
Activité Acétoine (-) Acétoine (+) Acétoine (+)
aromatisante
pH=5,04 pH=4,89 pH= 4,94
Pouvoir acidifiant Caagnlation avant | Coagnlation aprés | Coagulation avant
18 heures 42 heures 18 heures
Activité Prot (+) Prot (<) Prot (+)
protéolytique

Les résultats de I"étude comparative montrent que "espéce transformée Leucoriostoe sp.
reste acéloine +, alors que pour le pouveir acidifiant, on a constaté une réduction dans le
temps de coagulation du lait chez cette espéce, il est devenu égal au temps de coagulation de
espéce transformante Streprococcus thermophilus, ¢'est-a-dire que le lait coagule avant 18
heures d’incubation (coagulation rapide). De méme pour Iactivité protéolytique, on a
constaté que lespéce Leuconostec sp. qui était 4 Torigine protéinase (-) est devenue
protéinase (+) (Fig.16) aprés transformation par le plasmide exirait de Spepiocaccus
thermophilus. [V'aprés ces résultats, on peut dire que cette espéce a acquis deux notveaux
caractéres 4 la fois (fermentation du lactose et activité protéolytique), ceci nous permis de
deduire que ces deux caracteres sont portés par le méme plasmide. Ces résultats concordent

avec les données de Desmazeaud (1983).

N.B : Il fant mentionner également que des tests de catalase, d oxydase, de nitrate réductase,
de mobilité et de métabolisme fermentaire ont ggalement été effectués chez I"espece

transformée et les résultats répondent aux caractéres biochimiques des bactéries lactiques.
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Leuconostor 7. aprés
ran=orma ton [proc)

Lenconoror sp. avany
transformatios (prae)

Figure 16 : Résultat du test de activité protéolytique chez Leuconostoc sp. avant et aprés
transformation sur gélose au lait.
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Conclusion :

Dans ce fravail, nous avons d’abord isolé des bactéries lactiques & partir de laits de vache
et de chevre prélevés des deux sites LT:M.A et un propriétaire privé. Ces bactéries une fois
isolées ont fait I"objet d*études pour bien les identifier et les caractériser.

Les tests d*identification effectués ont permis d’identifier a partir du lait de vache fermenté
les espéces: Leuconostoc sp. et Laciobacillus sp. et a partir du lait de chévre ferments espéce
Streptococcus thermuphilus. Toutelols, on élail limilé & ce niveau d"identfication en raison de
["absence de I"api SO CH qui offre 4 la fois un gain de temps et une gamme de test assez large
permettant ainsi une identification rgoureuse et plus poussée.

En ce qui concerne les résultats des caractéres industriels, on a constaté une différence dans
le temps de coagulation du lait entre ces trois espéces, contrairement a ’espéce fenconosioc
sp.. les especes Streplococeus thermophilus et Lactobacillus sp. ent un fort pouvoir acidifiant.
L’activité protéolytique est abservée uniquement chez espéce Streprococcus thernophilus.

Les résultats obtenus apres transformation ont révélé que ¢ pouvoir acidifiant ainsi que
Pactivite proteolytique sont portés par I' ADN plasmidique, car I"espéce Leuconostoc sp. , qui
avait 4 'origine un temps de coagulation du lait plus on moins long et une activité
protéolytique (prot-), est devemue aprés transformation, rapide dans le processus
d’acidification du lait et protéinase ().

Finalement, notre travail n’est qu™un essai & travers lequel on a voulu démontrer qu°avec le
procédé de la transformation, il est possible de faire acquérir de nouveaux caractéres & des
bactéries Jactiques et nous pensons avoir ouvert un chemin dans ’étude génétique des
bactéries lactiques qui devrait permettre d’obtenir des souches plus résistantes aus phages.
productrices de molécules nouvelles & intérét médical ou bien modifiées dans leur

métabolisme (production de métabolites...).
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Résumé ;

Les bactéries lactiques appartiennent & un groupe de bactéries bénéfiques, elles sont trés
utiles 4 ["’homme.

Ces baciéries produisent en effet une variété de composés, qui sont issus de leurs
meétabolismes glucidique et protéique et dont les plus importants sont : 'acide lactique,
COMPOSEs aromatiques. ..

Dans le présent travail, des bactéries lactiques isolées & partir des échantilions de lait de
vache et de chévre ont été identifiées sur la base d'un certains nombre de caractéres
morphologiques, physiologiques et biochimigques Des tests concernant la recherche de leurs
caractéres industriels (pouvoir acidifiant et activité protéolytique) ont eté effectués et les
résultats ont révélé une différence entre ces bactéries. Enfin une tentative de transformation
genétique de 1'espéce Leuconostoe sp. par le plasmide extrait & partir de 1’espéce

Streptoccocus thermophilus est réalisée pour faire acquérir ces deux caractéres étudics,

Mots clés: bactéries lactiques, pouvoir acidifiant, activité protéolytique, transformation

génétique, plasmide.
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Abstraet:

Lactic Acid bacteria belongs to a group of beneficial bacterias wich are very useful to
humain, these bacteria produce in fact, a variety of components wich are issued from their
glucidic and proteic metabolism. The most important ones are; lactic acid and other aromatic

colponels.

[n the present investigation, isolated lactic acid bacteria from a sample of cows and goats
milk are identified through the basis of a certain number of morphologic, physiologic and
biochemical characteristics (aciditing and proteolic activity) were done and the results
indicate a difference between these bacterias. Finally, there is a gemetic attempt of
transformation of Leuconostoc sp. through the plasmid extract by streptococeus thermophilus

this is realised to acquire these two studied characteristics.

Key words: Lactic acid bacteria, acidity. proteolitic activity, genetic transformation, plasmid
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Annexes I

Matériel utilisé

1-

Verrerie :

- Tubea essai :

- Béchers ;

- Eprouvettes

- Pipettes graduées ;
- Pipeties Pasieur |
- Flacons

- Lames;

Appareillage :

- [Etuve;

- Bain marte agitateur :

- Autoclave ;

- Réfrigérateur ;

- Congélateur

- Vortex .

- Balance ;

- Cenfrifugeuse réfrigérée ;

= Agitateur et barreau magnétique :
= Cuve d’électrophorése ;

- Microscope optique (objectif a immersion).

Autre matériel :

- Becbunsen:

- Anse de platine ;

- Boite de pétri ;

- Ependorffs

- Portoirs ;

- Micropipeties et cones ;
- Papier Wattman ;

~ Lampea UV :
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Annexe IT

Milieu Elliker (Elliker, Anderson et Hannesson, 1956) :

Composition :

Tryptone

Extrait de levure déshydraté
Gélatine

Lactose

Saccharose

Glucose

Acétate de sedium trihydraté (CH;CO;Na, 3H;0)

Clliisde sodingn (Wa0T)
Acide ascorbique
Eau distillée

Préparation :

0,5g
1000m!

Dissoudre les composants dans de I'eau distiliée, agiter 4 [aide d’un agitateur magnétique,
ajuster le pH & I"aide d’un pH métre de sorte que le pH soit de 6.4, stériliser le milieu 2 120°C

pendant 20 min,

Milieu du lait ferémé reconstitué 8 10% :

Composition :
Lait en poudre
Eau distillée stérile

Préparation :

10g
100 ml

Melanger les composants; agiter 4 'aide d’un agitateur magnétique, stériliser le milieua

120°C pendant 20 min.
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Milien Mevag
Composition :

Macération de viande (500g/1)
KCL

Agar

Rouge de phénol (solution aqueuse a 2%)

Eau distillée
Suere utilis#

Préparation :

50ml
S8

3

10 ml
1000 m!

1%

Mglanger les composants, agiter 4 I"aide d'un agitateur magnétique, stériliser le milieu &

120°C pendant 20 min.
Milieu gélosé au lait
Composition :
Peptone {rypsigue
Agar

Lait en poudre

Eau distillée

Préparation :

58

10g
10g
1000ml

Méelanger les composants, agiter a Iaide d™un agitateur magnétique, stériliser le milien 4
£l gnetig

120°C pendant 20 min.

M17 milk agar :
Composition :
Mi7

Lait en poudre
Préparation :

175ml
38

Meélanger les composants, agiter & I’aide d’un agitateur magnétique. stériliser le milieu 4

120°C pendant 20 min.
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MRS milk agar :
Composition :
MRS

Lait en poudre

Préparation :

Mélanger les composants, agiter 3 I'aide d*un agitateur magnétique, stériliser le milicu &

120°C pendant 20 min.

Solution de lyse cellulaire :
Composition *

Tris

CDTA

Sucrose

Triton X100

Eau distillée

Solution de conservation :

Ceomposition :

‘Tris

EDTA
Eaun distillée

Solution de lyse alealine :

Composition :

SDS (dodécyl sulfate de sodium)
NaOH

Eau distillée

Solution de précipitation :
Composition :

Acétate de sodium

Eau distillée

10mM
S0mM
8%
0,5%
100ml

10mM
IMm
50ml

1%
02N
20ml

S50ml
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