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Abstract

The objective of our study is to establish a material safety data sheet
characterization of a typical product of the region, in this case Jben by assessing its hygienic
status and to see the possibility of isolating lactic bacteria that may have antibacterial

potential in relation to opportunistic germs that could pose a health risk to consumers.

The evolution of the qualitative status of the Jben analyzed showed it as a slightly
acidic product with water contents around 66.41 to 71.05%. The rate of recorded fat was
15%, which qualifies it as a fresh cheese. The preliminary results of our microbiological
investigations on the Jben qualifies it as a very sensitive matrix to the development of
microorganisms with a predominant of total aerobic flora, fecal coliforms and some

opportunistic germs including Salmonella.

In terms of the search for new biological potential, prospecting the different
biochemical characteristics of the strains isolated from the Jben demonstrates their
belonging to Enterococcus Faecium species (% identification by Api strep equivalent to
98.1% and 99.4%) and that 9 isolates out of 12 make part of the same subspecies. The
preliminary investigation of the antimicrobial potential of the different isolates was found
to be negative and requires a broader and more in-depth study to confirm or deny their

biological capacities.

Taking into account the results obtained, Jben in considered as a susceptible matrix
and a subject to alteration throughout its manufacturing chain, and therefore needs a

restrictive support when handling it in order to preserve its hygienic status (GPH, GMP)

Keywords: Jben, Ewe’s milk, Enterococcus, bacteriocin.
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Résumé

L’objectif de notre étude est d’une part essayer d’établir une fiche signalétique de
caractérisation d’un produit typique de la région en 'occurrence le Jben par I’évaluation de
son statut hygiénique et voir I"éventualité d’isoler des bactéries lactiques pouvant étre
dotées de potentialités antibactériennes vis-a-vis des germes opportunistes pouvant

engendrer un risque sanitaire chez les consommateurs.

L’évaluation du statut qualitatif du Jben analysé le montre comme un produit plus
au moins acide avec des teneurs en eau avoisinants 66,41 a 71,05%. Le taux de matiere
grasse enregistré a été de 15% ce qui le qualifie comme étant un fromage frais a pate molle.
Les résultats préliminaires de nos investigations microbiologiques sur le Jben le qualifie
comme une matrice trés sensible au développement des germes d’altération avec une
prédominance de la FAMT, des coliformes fécaux et certains germes opportunistes

notamment les salmonelles.

En matiére de recherche de nouvelles potentialités biologiques, la prospection des
différents caractéristiques biochimiques des 12 souches isolés a partir du Jben démontre
leurs appartenance a I’espéce Enterococcus faecium (% d’identification par galeries API 20
Strep équivalent a 99,4% et 98,1%,) et que g isolats de 12 font partie de laméme sous espeéce.
L’investigation préliminaire des potentialités antibactérienne des différents isolats s’est
avérée négative et nécessite une étude plus large et plus approfondie pour affirmer ou

infirmer leurs capacités biologiques.

Tenant compte des résultats obtenus le Jben est considéré une matrice susceptible
et sujette a I'altération toute au long de sa chaine de fabrication, et donc a besoin d’une
prise en charge restrictive lors de la manipulation pour préserver son statut hygiénique

(BPH, BPF).

Mots clés : Jben, lait de brebis, Enterococcus, bactériocine.
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Bonne pratique de fabrication
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Sutroduction géncrile

Le lait est un aliment nutritif pour les étres humains, mais il est facilement périssable
et difficile a conserver, sa transformation en produit laitier lui permet une conservation de
longue durée (BENCHARIF, 2001). L'homme a longtemps conservé les produits laitiers
pendant la période de forte production laitiere (hiver). Ainsi, la fabrication des dérivés du
lait est un moyen de le conserver, tout en créant un potentiel commercial (INAYAT & al.,

2013).

En Algérie, la consommation des produits laitiers est une ancienne tradition liée a
I'élevage, puisque les produits laitiers sont fabriqués selon des d’anciens procédés
artisanaux, en utilisant du lait ou des mélanges de lait de différentes espéces (SHORI, 2017 ;
BOUDALIA & al., 2018 ; BOUSBIA & al., 2017). Il existe une grande variété de produits laitiers
artisanaux, leur dénomination ainsi que leur processus de fabrication different d'une
région a une autre. Ces produits différent également par leur goQt et leur consistance
(LEKSIR & al., 2019). Les plus populaires d'entre eux en Algérie sont le Jben, le Lben, la Klila,

le Rayeb et le Bouhazza (GUETOUACHE & al., 2015).

Le Jben est un fromage frais connu et populaire sur le territoire Algérien produit a
partir du lait cru de vache, de brebis ou de chévre, spontanément acidifié ou coagulé par
des enzymes coagulantes a I'aide de plantes, ou présure animale ou starters acidifiants
(OUADGHIRI & al., 2005 ; HAYALOGLU, 2017). Le Jben fabriqué a partir du lait non pasteurisé,
se caractérise par une matiere seche totale d'environ 35% et un pH inférieur a 4,5

(GUETOUACHE & al., 2015).

Les bactéries lactiques sont trés répandues dans la nature et prédominent dans la
microflore du lait et de ses produits. Elles sont surtout connues dans la préparation des
laitages fermentés, mais également dans le saumurage des l[égumes, la boulangerie, la
fabrication du vin. De par leurs différentes propriétés technologiques, elles contribuent a
la texture, ainsi qu’a la flaveur des aliments, notamment par la production de composés
aromatiques (AYAD & al., 2004 ; HAMMI, 2017). Certaines souches de bactéries lactiques
peuvent augmenter la sécurité et la qualité des produits fermentés grace a la production
de différents composés antimicrobiens, ces propagules microbiennes peuvent empécher
la croissance des germes d'altération et des bactéries pathogénes. Les métabolites

antimicrobiens des bactéries lactiques comprennent les acides organiques, le peroxyde
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Sutroduction géncrile

d'hydrogene, le diacétyle et également des métabolites supplémentaires tels que les

peptides nommés bactériocines (AHMADOVA & al., 2012).

Parmi ce groupe de bactéries les espéces du genre Enterococcus sont présentes
dans de nombreux produits alimentaires, notamment d'origine animale, tels que les
produits fermentés (ORUC & al., 2021). Les especes les plus fréquentes appartenant au
genre Enterococcus présentes dans les produits laitiers sont Enterococcus faecium et
Enterococcus faecalis (GAGLIO & al., 2016). Beaucoup de bénéfices ont été attribués a ces
bactéries, comme leur contribution aux caractéristiques sensorielles des fromages, leurs
propriétés probiotiques et production de substances antimicrobiennes (CARLOS & al.,
2010), pour ces raisons et leurs capacité de survivre dans des conditions environnementales
hostiles telles que la salinité, les températures et les pH extréme (NIETO-ARRIBAS & al., 2010)

les Enterococcus sont impliqués dans la transformation des aliments.

Dans le cadre de la valorisation des produits artisanaux et de dresser la visibilité des
richesses de la région nous avons suggéré a réaliser une étude qui vise a étudier en premier
lieu le profil physico-chimique et microbiologique du fromage artisanal Jben issu du lait de
brebis de la région de Naama Sud-ouest Algérien. En deuxieme lieu, il a été question de
recherche et d’isoler les entérocoques typiques de ce produit terroir pour une éventuelle
caractérisation de leur capacités biochimiques et de mettre en évidence leur potentialités
antimicrobiennes notamment celle antibactériennes contre des souches responsables du

risque sanitaire (altération, pathogénicité) chez le consommateur.
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Ghapitre | . Lait at ses dérivés traditionnels

I. Généralités sur le lait

I.1. Définition du lait

Le lait est un liquide alimentaire, opaque blanc mat, Iégérement bleuté ou plus ou

moins jaunatre, a odeur peu marquée et un gout douceatre, sécrété par les glandes
mammaires des mammiféres, comme la vache, la chévre, et la brebis, destiné a
I’alimentation du jeune animal naissant (MARCEL, 2007). D’apres le congrés international de
la répression des fraudes de 1909, le lait est le produit intégral de la traite totale
ininterrompue d’une femelle laitiere bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit
étre recueilli proprement et ne pas contenir de colostrum (KHOUALDI, 2017).
Le lait est un aliment complet mais d’un point de vue physicochimique, c’est un produit tres
complexe. La connaissance approfondie de sa composition, de sa structure et de ses
propriétés physiques et chimiques est indispensables a la compréhension des
transformations du lait et des produits obtenus lors des différents traitements industriels
(KHOUALDI, 2017).

Le lait de brebis a été toujours considéré comme un lait ayant des caractéristiques
spécifiques et, dans certains cas, comme étant un produit plus noble que les autres laits
(LUQUET, 1986). Comme pour les autres ruminants, la production et la composition du lait
des brebis laitiers sont principalement conditionnées par les facteurs génétiques, le stade
de lactation, le systéme de traite et I'aliment (HENNI, 2011).Ce type de lait a des
caractéristiques différentes que les autres laits, grace a sa forte viscosité impliquant sa
richesse. Comme il présente une opacité blanche plus marquée que celle des laits de vache
et de chévre et il est particulierement riche en composants fromageres.

On prépare en moyenne deux fois plus de fromage avec du lait de brebis qu’avec du lait

de vache (HENNI, 2011).

I.2. Caractéristiques du lait de brebis

1.2.1. Caractéristiques physico chimiques du lait de brebis

Certaines caractéristiques physico-chimiques du lait notamment le pH, l'acidité
titrable renseignent sur la qualité hygiénique du lait. D’autres comme le point

cryoscopique et la densité permettent de détecter les fraudes (BELDJILALI, 2015).
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Ghapitre | . Lait at ses dérivés traditionnels

Tableau 1: Caractéristiques physico-chimiques des laits de diverses especes animales

(HENNI, 2011).

Constante Vache Chevre Brebis
Energie (Kcal/lite) 705 600-750 1100
Densité du lait entier a 20°C 1.028-1.033 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 6.60-6.80 6.45-6.60 6.50-6.85
Acidité titrable (Dornic) 15-17 14-18 22-25
Tension superficielle du lait 50 52 45-49
entier a 15°C (dynes cm)
Conductivité électriques a 45x10 43-56 x10™4 38 x10
25°C (siemens)
Indice de réfraction 1.45-1.46 1.35-1.46 1.33-1.40
Viscosité du lait entier a 20°C 2.0-2.2 1.8-1.9 2.86-3.93

(centpoises)

1.2.2. Caractéristiques chimiques et biochimique du lait de brebis

Lait frais de brebis varie en fonction de plusieurs facteurs (I’alimentation, le stade

de lactation, la parité, la saison, la température ambiante, le mode de la traite, et I'age de

I’animal) Selon ces auteurs, elle peut varier aussi avec les races et I’état sanitaire de I’animal.

Des variations saisonnieres affectent fortement la composition en acide gras en raison des

changements de la composition de fourrage d'animaux alimentés (BELABBES, 2019).
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Tableau 2 : Composition du lait de brebis, de vache et de chevre (BELABBES, 2019)

Paramegi:)(g/ 1008 Lait de brebis Lait de chévre Lait de vache
Teneur en eau 82.9+1.4 87.6 £ 0.7 87.9+0.5
Matieres grasse 5.0+0.3 3.8 £ 0.1 3.3+0.2
Cendres 0.9 + 0.1 0.8 £ 0.1 0.7 0.0
Lactose 4.8+0.4 41+0.4 4.7+0.4
Protéines 5.5 + 1.1 3.7 0.1 3.4+ 0.1
Caséines 4.7 £ 0.5 2.4 0.1 3.0 £ 0.1

1.2.3. Caractéristiques nutritionnelles et organoleptiques
Lait de brebis est une excellente source en nutriments pour I’alimentation humaine,

avec une meilleure performance que le lait de vache pour apporter les dix acides aminés
essentiels. Il apporte aussi des quantités appréciables de calcium, de phosphore et de
riboflavine, et les acides gras souhaitées en quantité et en qualité. Il est aussi mieux accepté
pour remplacer le lait de vache en cas d’allergie a ce dernier (BENDIMERAD, 2013).

Le lait de brebis permet également la fabrication de laits acidifiés. Il existe un grand
nombre de variétés de fromage au lait de brebis susceptibles d’étre maturés de facon trés
différentes. De nos jours, dans tous les pays méditerranéens, ce lait est employé soit pour
la fabrication d’un caillé blanc maturé et conservé dans la saumure, soit pour faire des
fromages pressés, ou a moisissure interne. Certains ont acquis une réputation mondiale

(BELDJILALI, 2015).

1.2.4. Microflore de lait
La microflore de lait cru est trés diversifiée selon son origine, elle se divise en flore

originelle (indigéne) et une flore de contamination (BELDJILALI, 2015).
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Tableau 3 : Flore microbienne du lait (BOUuADJAIB, 2013)

Flore originelle Flore de contamination
Bac;caer:;ejxdes Bactéries contaminates du Bactéries d’origine | Bactéries présents
lait pendant et apres la traite fécale sur ’lanimal malade
galactophores
Pseudomonas/Flavobacterium Clostridium
Lactobacilles | Entérobactéries/ Microcoques | Coliformes thermo- Staphylococcus
Streptocoques Corynébactéries/ Bacillus tolérants/Salmonella aureus
lactiques Streptocoques faecalis et Yersinia Brucella et Yersinia
Clostridium Compylobacter

a. Flore indigéne ou originelle
Lorsque le lait provient d’un animal sain et qu’il est prélevé dans des conditions

aseptique, il devrait contenir moins de 5000 UFC/ml .la flore autochtone des produits
laitiers se définit comme I"’ensemble des microorganismes, plus ou moins abondants, ces
microorganismes sont en relation étroite avec I'alimentation, la race et autres facteurs

(KABIR, 2015).

b. Flore contaminante

La flore contaminante est ’ensemble des microorganismes ajoutés au lait, de la
récolte jusqu'a la consommation. Elle peut étre composée d’une flore d’altération, qui
causera des défauts sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits, et
d’une flore pathogéne capable de provoquer des malaises chez les personnes qui
consomment ces produits laitiers (KABIR, 2015).

Il. Présentation de la willaya de Naama

La wilaya de Nadama se compose de sept (07) dairas regroupant douze (12)
communes, elle s'étend sur une superficie de 29.514,14 Km? avec une population estimée
au 31/12/2016 a 268 721 habitants, soit une densité de 9.01 hab/Km? (DSA, 2016).

La wilaya de Naama est située dans la zone frontaliere avec le royaume du Marog, elle
est située entre I'Atlas tellien et saharien dans sa partie occidentale, elle occupe une
superficie de 2.951.410 ha Limitée au :

- Nord: par les Wilayas de Tlemcen et Sidi belabbes.

Sud : par la Wilaya de Bechar.
- L'est: parla Wilaya d'El-Bayadh

L'ouest : Par le Royaume du Maroc.
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Thstircen S.B. Abbés N
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Figure o1: Situation géographique de la wilaya de Naama (BOUCHERIT, 2018)

La pratique de I'élevage constitue ['activité de base d'une grande partie de la
population rurale, vu la vocation pastorale de la wilaya du Naama. Les statistiques datant
de 2016 des services agricoles de la wilaya de Naama indiquent sur le Tableau 4, rapportent
que, 6700 éleveurs exercent cette activité avec un cheptel de 1526 076 tétes dont prés de
92 % ovin. Le systeme de conduite du cheptel ovin le plus courant dans la région est le

systéme pastoral ou semi-pastoral (DSA, 2016).

L'activité pastorale est traduite par une production animale caractérisée par une

diversité de produits dont la viande rouge demeure le produit principal (Tableau 5).

En matiere de transformation, malgré I'importance de son cheptel (plus de 1
500.000 téte), la wilaya n’a pas connu une promotion de la PMI (petite et moyenne
industrie) en aval des activités d’élevage (abattage industriel, chaine de froid, production
de viandes, production et transformation de la laine, production des cuirs et peaux,
tannage et fabrication de produits finis et semi-finis,... ), a ’exception de deux unités de

conditionnement de lait située a Ain Sefra et Mecheria (DSA, 2016).
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Tableau 4. Répartition des éleveurs et du cheptel par commune (DSA, 2016)

Eleveurs Cheptel
Commune Nombre % Ovin Bovin Caprin Camelin Total
Naama 699 10,43 110 640 3 841 6 842 50 121 810
Mecheria 250 3,73 49 935 2364 3305 Y 55933
Ain-Sefra 550 8,21 85675 2985 5 447 " 94 753
Tiout 315 4,70 76 679 927 4 871 105 82970
Sfissifa 919 13,72 123 261 3247 7 646 0 134 635
Moghrar 146 2,18 30591 273 3304 432 34 903
Asla 702 10,48 104193 1565 6523 435 113 154
Dj. -Bourezg 64 0,96 18 142 99 2252 15 20 693
Ain-Ben-Khelil 178 17,58 215 329 6065 13100 0 234 751
M. Ben Amar 388 5,79 178 140 5902 10 875 0 195 039
Kasdir 624 9,31 227 081 3819 7 866 0 238 937
El-Biodh 865 12.91 180 334 6518 10 955 0 198 498
Total 6 700 100% 1040000 37 605 82986 1048 1526 076
Pourcentage - 91.74% 2.467% 5.44% 0.07% 100%
Tableau 5. Répartition de la production animale (DSA, 2016)
Désignation Total
Viande rouge (Qx) 29 699
Viande blanche (Qx) 14723
Lait (L) 41076 987
ceufs (1000 unités) 988
Laine (Qx) 12 860
Miel (Kg) 78
Peaux (Qx) 2546

I1.1. Climat

Les températures moyennes annuelles ont une influence considérable sur I’aridité

du climat. Dans les hautes plaines sud oranaises, les températures varient normalement

dans I’'année, élevées en saison estivale et basses en saison hivernale. Le mois de janvier

reste le mois le plus froid de ’lannée et le mois de juillet est le mois le plus chaud pour les

stations de la région. La température moyenne maximale est de 35.1 °C et de 37.6 °C a

Mecheria et a Ain sefra respectivement (BENSAID, 2006).
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Il.2. Végétation

La végétation naturelle de la wilaya de Naama est caractérisée par une physionomie
de steppe sauf dans les montagnes ou subsistent les restes de foréts primitives abattues
par ’lhomme a base de Pinus Halepensis et Juniperus phoenicea. En dehors de ces espéces
forestiéres, I'aspect de la steppe change avec le gradient pluviométrique et la nature du
sol. La steppe sud Oranaise est dominée par les formations végétales suivantes (BENSAID,
2006) :
- Steppe a alfa (Stipa tenacissima) ;
- Steppe a armoise blanche (Artemisia herba Alba) ;
- Steppe a sparte (Lygeum spartum) ;
- Steppe a halophytes;
- Steppe a psamophyte.

I1.3. Produits laitiers terroirs de la wilaya de Naama
L’indication de I’origine d’un produit alimentaire du terroir est interprétée comme

un signe de qualité par les consommateurs, qui attribuent aux produits terroirs différentes
significations, notamment symboliques. Certaines dimensions liées a I’origine du produit
ont été largement étudiées, d’autres caractéristiques potentielles du territoire d’origine
restent a explorer pour cerner ce qui est créateur de valeur aux yeux des consommateurs
dans un produit terroir (KREZIAK, 2010).

L’augmentation de la production du lait durant certaines saisons et la difficulté de
sa conservation sous la forme fraiche a conduit au développement des technologies de
productions traditionnelles. La transformation du lait en produits laitiers traditionnels
algériens fait partie intégrante de I’héritage et a une grande importance culturelle

médicinale et économique (LAHSAOUI, 2009).

11.3.1. Laits fermentés

11.3.1.1. Rayeb

Ou raib est du lait caillé, traditionnellement obtenu aprés acidification spontanée a
température ambiante du lait cru durant une période variant de 24h a 72h selon la saison.

Le rayeb est consommé tel quel ou transformé (MAHAMEDI, 2015).
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La fermentation du rayeb est associée a des bactéries lactiques mésophiles appartenant
aux Leuconostoques présents naturellement dans les laits crus mis en ceuvre. De nos jours,
la fermentation spontanée lente, est remplacée par une fermentation plus rapide par des

bactéries lactiques thermophiles apportées sous forme de levains (MAHAMEDI, 2015).

11.3.1.2. Lben

Lben est I'un des produits trés connus de transformation artisanale du lait de ’Algérie. La
préparation du Iben début par coagulation en Rayeb pendant 24h a 72h selon la saison, le
rayeb peut étre consommé tel qu’il est ou subit un barattage et un écrémage dans une
peau de chévre ou de brebis appelé « chkoua « ou « kerba «. La peau de I’lanimal non fondue
est tannée puis confectionnée sous forme de sac imperméable par nouaison des

différentes ouvertures (MAHAMEDI, 2015).

11.3.2. Dérivés laitiers traditionnels

11.3.2.1. Zebda Beurre traditionnel

Le beurre frais ou zebda est obtenu aprés barattage du rayeb. Ce dernier est
augmenté par une quantité d’eau tiede au cours du barattage pour favoriser
I’agglomération des globules lipidiques et accroitre le rendement en beurre. Les globules
gras apparaissant en surface sont séparés par une cuillére perforée (DEROUICHE, 2017).
11.3.2.2. Smen

Préparé dans plusieurs pays. Il est connu comme smen au Maroc (BENKERROUM &
TAMIME, 2004). Le surplus du beurre produit est transformé en beurre ranci ou smen par
lavage du beurre frais a I’eau tiede, puis le salage (BENKERROUM & TAMIME, 2004). Au cours
de la période de maturation, le beurre cru subit des changements biochimiques conduisant
a sa transformation en smen. Une protéolyse des protéines du lait résiduel dans la phase
aqueuse peut se produire .La lipolyse est le principal mécanisme qui détermine la saveur
du produit, et cette activité pourrait provenir des cellules microbiennes et/ou des lipases
libres. L’oxydation chimique contribue aussi dans une moindre mesure a la saveur du smen

(DEROUICHE, 2017).
I1.3.3. Fromages artisanaux

Les fromages, tout particulierement ceux traditionnels, bénéficient d'une place

incontournable parmi les différentes préparations alimentaires. Cette tradition de
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fabrication englobe non seulement le savoir-faire des différentes générations mais aussi un
mariage intime entre la terre et les animaux laitiers, d’ou la nécessité de préserver cette

tradition dans son environnement naturelle (AissAoul, 2014).

11.3.3.1. Klila

La Klila est un fromage fermenté a pate dure produit empiriquement dans plusieurs
régions de I’Algérie. Il est fabriquée par un chauffage relativement modéré (entre 55 et
75C°) du Lben jusqu’a obtention d’un coagulum (entre 10 et 15 minutes) et sans utilisation
de culture starter. Le coagulum peut étre consommé tel qu’il est aprés égouttage naturel
ou a Paide d’une pierre (fromage frais) ou bien, il peut subir un découpage et séchage
(réhydratation de 2 a 15 jours selon la saison) et peut étre utilisé comme un ingrédient dans
les préparations culinaires traditionnelles. La Klila se conserve plusieurs années a
température ambiante sous sa forme déshydratée dans des jarres en poterie ou en verre

ou bien dans des sacs en peau de chévre ou de mouton (AMIMOUR, 2019).

11.3.3.2. Jben

Le Jben est un fromage frais préparé traditionnellement dans plusieurs régions de
I’Algérie notamment dans les zones rurales. Plusieurs techniques de fabrication sont
utilisés pour préparer le Jben ce qui aboutit a des produits aux caractéristiques tres variées.
Sa fabrication traditionnelle comporte une étape d’acidification spontanée du lait cru de
vache, de brebis ou de chévre a température ambiante suivi d’une coagulation par le biais
d’addition d’un agent coagulant autochtone d’origine végétale (exemple : fleurs de
chardon, d’artichaut) ou d’origine animale (exemple : Caillette, proventricules). Le salage
peut avoir lieu aprés égouttage le caillé obtenu (AMIMOUR, 2019).

Le Jben contient une microflore variée qui constitue une ligne de défense par la
production d’acide lactique, de peroxyde d’hydrogéne et de bactériocines. Ce fromage a
un golt salé, [égerement acide et ses propriétés organoleptiques sont agréables. Il est
consommé soit tel qu’il est, ou aprés un séchage afin de prolonger sa durée de
conservation (DEROUICHE, 2017).

La consommation du Jben dans la wilaya de Naama est variée selon la région,

’événement et les saisons.
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Figure 2 : Plat traditionnel du Jben et hmira (HoCINI & SADOK, 2020)

Il.4. Diagramme de fabrication des produits laitiers Algériens

En Algérie, les produits laitiers traditionnels, en particulier les types fermentés, ont fait
la fierté de tradition culinaire pendant longtemps. Il est évident que ces produits ont joué
un réle majeur dans I'alimentation des communautés de la région rurale. La technologie
traditionnelle occupe une place importante dans la transformation artisanale du lait frais.
Toutefois, les variétés traditionnelles algériennes n'ont pas été étudiées de facon
exhaustive et ils sont caractérisés par une fabrication traditionnelle a I’échelle familiale. Le
plus souvent, les produits laitiers traditionnels servent a ’autoconsommation ; le surplus

pouvant étre vendu (DEROUICHE, 2017).

Lait frais
Fermentation spontanée a
T° ambiantede 24a 72 H
Fermentati Lait coagulé Egouttage
Macé on dans R‘l'b) 1a3 jours
;'os plantes s casindh s
te laft ;:g:tlon du [ - Barattage
(Cynara
«—— cardunculus [
L Cynara
mﬂm . Lait acidulé Beurre frais
pig Canien (Lben) | (Zebda)
3. Salage
i Lavage, malaxage,
salage;84a 10g / 100g
Affinage 3 & Addition des plantes
4 mois aromatiques
Fromage Fromage i
F r«:me 2 fermenté fermenté B « S.:q) F“;-.J:;e g‘ .
frals (Joea D || (Bouhezza) R |

Figure 3: Schéma des méthodes de fabrication des principaux produits laitiers
Algériens (LAHSAOuUI, 2009).
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Ill. Présure

lll.1. Présure d’origine animale
Dans la fabrication traditionnelle du Jben, les femmes algériennes utilisent souvent

la caillette de jeunes ruminants, Il s’agit de la quatrieme poche de I’estomac des veaux, des
chevreaux et d’agneaux qui ne boivent que du lait a leur naissance (ruminants non sevrés).
La caillette est récupérée, rincée a I’eau puis saupoudrée avec du sel. Par la suite, les deux
extrémités sont bouchées et la caillette est séchée a Iair libre pendant des périodes
variantes de15 jours a 1 mois selon la saison. La caillette séchée est découpée en morceaux
puis conservée pendant 6 mois (AMIMOUR, 2019).

La caillette posséde des glandes digestives avec une muqueuse sécrétrice. Elle se
caractérise de plusieurs replis disposés a la maniere de valvules qui s’opposent au reflux
des aliments. L’enzyme responsable de la coagulation du lait par la caillette est la présure.
Cette derniére renferme deux protéases gastriques actives a pH acide (protéases acides)
la chymosine (avec effet coagulant) et la pepsine. La chymosine est sécrétée
principalement dans le foetus et I’estomac des nouveaux nés, et son taux diminue

graduellement jusqu’a ce qu’elle devienne absente chez I"adulte (AMIMOUR, 2019).

Salage et séchage

Ruminants non La caillette Hakka animal

sevrés chévre cas traditionnelle
de la wilaya de
Naama

Figure 4 : Méthode traditionnelle de la préparation de Hakka
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Les femmes ont commencé a utiliser d’autres substances a caractére coagulant
(agents coagulants autochtones) comme substituant de la présure. Il s’agit de la couche
du Kaolin du gésier de poulet et le proventricule du poulet ou ventricule succenturié. La
couche du kaolin est de forme cornée et plissée et est localisée dans la face interne du
gésier de poulet. Le proventricule de poulet de nature glanduleuse est un renflement
fusiforme de 3 cm de long en moyenne, situé entre le jabot et le gésier, ces deux agents
coagulants sont récupérés du tube digestif de poulet, rincés a I’eau courante pour éliminer
les particules d’aliments adhérentes apres étre coupé par incision longitudinale a I’aide
d’un couteau. Les couche de Kaolin et les proventricules nettoyés subissent ainsi un
séchage a lair libre pendant des périodes variantes (environ 3jours et 15jours
respectivement) et sont conservés pendant deux mois a température ambiante. Les
proventricules peuvent étre conservés directement aprés nettoyage au congélateur (-18°C)

(AMIMOUR, 2019).

Cloaque

T pecm ;

Pancréas  Deodunun

Caecm

Téon

Figure 5 :(A) Appareil digestif du poulet ; (B) Complexe stomacal du poulet (LARBIER &
LECLERCQ, 1992).

l1l.2. Présure d’origine végétale
El Hekka (présure végétale) est un agent coagulant du lait d’origine végétale est

utilisé pour la fabrication traditionnelle du Jben en Algérie. Cet agent nommé El Hekka est
représenté par les fleurs de chardons et les fleurs d’artichaut. Ces derniéres sont cueillies
et séchées a I’air libre puis conserver. Le lait utilisé pour la coagulation est le lait de brebis
ou de chévre (AMIMOUR, 2019).La variété végétale utilisée varie d’une région a I'autre ; elle
donne un gout et une texture appréciée par les gens de la région concernée (MAHAMEDI,

2015).
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a) Le chardon (Cynara cardunculus L)

[l Pousse sur les sols argileux dans des endroits pierreux. Le chardon est utilisé pour
coaguler principalement le lait de brebis. Son utilisation dans le lait de vache provoque une
modification de texture et de gouts (plus acide et amer) des produits laitiers du fait de son

activité protéolytique non coagulante élevée (AMIMOUR, 2019).

Figure 6 : Présure végétale Cynara cardunculus L

b) L’artichaut (Cynara scolymus L)

Il possede les mémes propriétés coagulantes que le chardon dont leur activité
coagulante résulte de la présence des protéinases aspartiques a caractére acide qui rompe
la liaison phénylalanine105-méthionine106 de la caséine-k. Ces protéinases appelées
cardosine A et cardosine B possédent des caractéristiques et activités similaires de la

chymosine et la pepsine (AMIMOUR, 2019).

Figure 7 : Présure végétale Cynara scolymus
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I. Apercu sur les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des cocci ou des bacilles a Gram positif qui sont
largement utilisés dans la production commerciale d'aliments fermentés, en plus de
produire des saveurs, des odeurs, des textures et des changements dans les aliments, elles
sont également connus pour leur effet antagoniste contre des bactéries pathogénes.
L'acide lactique est le principal métabolite produit par ces bactéries (SouzA & al., 2017).
Les bactéries lactique sont généralement catalase négatif, microaérophile, organotrophes
strictement fermentatives, acido-tolérantes, non sporulantes, regroupant ainsi des
bactéries caractérisées par leur morphologie, leur physiologie et leur métabolisme
(OUWENHAND & al., 2002).

Les bactéries lactiques regroupent plusieurs especes dont le trait commun est Ia
production d’acide lactique. Elles appartiennent a divers genres comme Bifidobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,

Aerococcus, Alloicoccus et Carnobacterium (AXELSSON, 2004 ).

Il. Généralités sur les entérocoques
Les entérocoques sont des bactéries omniprésentes dans la flore intestinale normale

chez les humains et les animaux, et sont fréquents dans les environnements contaminés
par I'nomme et les matiéres fécales animales (FRANZ & al., 1999). IIs font partie des groupes
de bactéries les plus présentes dans de nombreux produits fermentés (ORHAN ORUC & al.,
2021), et dans les produits finis issues de I'industrie agro-alimentaire ceci est due a leur
résistance aux traitements thermiques industriels (les températures de pasteurisation) et
leur grande adaptation aux conditions environnementales (FOULQUIE & al., 2006) , leur
présence et croissance dans les aliments fermentés tels que les fromages et les saucisses
donnent des résultats organoleptiques des produits uniques, qui contribuent a la cuisine
locale et patrimoine de la région (FRENz & al.,2003). Les entérocoques ne sont pas

considérés comme des pathogénes primaires, mais en raison de leur capacité d’acquérir
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une résistance élevée aux agents antimicrobiens, ils sont apparus comme pathogénes

nosocomiaux dans le monde entier (LINDEN & MILLER, 1999).

EUKARYOTES
Geologic period ’—l;
Pre-Cambrian/Cambrian Protists
Ordovician/Silurian |~ pants [ |
Lichens, sponges g n
: Pong Enterococci-associated
Devonian
Carboniferous |- /ﬁ—e:natodes
Permian - VERTEBRATES <& ARTHROPODS
Triassic/Jurassic d;h« {4 Insects Crustaceans
Cretaceous - Amphibians AMNIOTES
Tertiary £ % | q{;:f)
= ; Marsupials Placental mammals
Quaternary |- Snakes Birds

Figure 8. Evolution dans le temps des Eucaryotes (VAN TYNE & GILMORE, 2014).

Le rectangle bleu correspond aux espéces chez lesquelles le portage intestinal d’entérocoques est avéré.
L’échelle des ordonnées correspond aux éres géologiques.

I1l. Taxonomie

« Le terme entérocoque a été utilisé la premiére fois par THIERCELIN (1899) pour décrire un
diplocoque Gram-positif d'origine intestinale qui se présente sous forme de paires ou en
petites chainettes, ce microorganisme a été inclus dans le genre Streptococcus comme
Strep. faecalis par Andrewes & Horder (1906), une deuxieme espéce fécale décrite comme
Strep. faecium par (Orla-Jensen, 1919) a été trouvé pour avoir des caractéristiques similaires»
(BOUSSOUAR, 2015), il a fallu attendre 1984 et des expériences d'hybridation ADN-ADN ainsi
que I'analyse des séquences de ’ARNr 16S et de sodA pour montrer que les espéces Strep.
faecium et Strep. faecalis étaient suffisamment distinctes des autres streptocoques pour

justifier la création du genre Enterococcus (SCHLEIFER & al., 1984).
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Selon le Bergey’s manuel de la bactériologie systématique, la deuxieme édition publiée en

2009, le genre Enterococcus est classé dans la famille Enterococcaceae, ordre

Lactobacillales, classe des Bacilli, phylum Firmicutes.

Au cours des dix derniéres années, le genre a été élargi et 54 espeéces

d’entérocoques sont actuellement reconnus (Euzeby, 1997 ; derniére mise a jour totale 7

novembre 2014).

Tableau 6 : Enterococcus et leur répartition en groupes d’espéces (Bergey’s Manual,

2009)

Groupes d’espéce basée sur la

similarité du géne de ’ARNr 16S

Espéces

Groupe E. avium

E. avium, E. devriesei, E. gilvus, E. malodoratus, E.

raffinosus, E. pseudoavium

Groupe E. caecorum

E. cecorum, E. columbae

Groupe E. italicus

E. italicus, E. camelliae

Groupe E. faecalis

E. faecalis, E. caccae, E. haemoperoxidus, E.

moraviensis, E. silesiacus, E. termitis

Groupe E. faecium

E. faecium, E. canis, E. durans, E. hirae, E. mundtii, E.

ratti, E. villorum

Groupe E. gallinarum

E. gallinarum, E. casseliflavus

Groupes phylogénétiquement distincts

E. camelliae, E. aquimarinus, E. asini, E. canintestini,
E. dispar, E. hermanniensis, E. pallens, E. phoeniculicola,

E. saccharolyticus, E. sulfureus

IV. Description du genre Enterococcus

IV.1. Caractéres morphologiques

Les entérocoques sont des cocci a Gram positif immobiles (sauf E. casseliflavus et E.

gallinarum qui sont mobiles a 30°C), non capsulés, disposés en paires ou en courtes

chainettes. Les bactéries peuvent prendre un aspect coco-bacillaire quand la coloration de

Gram est effectuée a partir de colonies sur gélose (CHRISTOPHE, 2017).
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Figure 9 : -A- : Aspect en microscopie optique (x 1000) de E. faecium aprés
coloration de Gram. -B- : Aspect en microscopie électronique a balayage (x 1000)
de E. faecium (CHRISTOPHE, 2017).

IV.2. Caracteres biochimiques et culturaux

Les entérocoques sont généralement anaérobies facultatifs, catalase négative,
oxydase positive (LAZRAG, 2017) mais certaines especes possedent une activité pseudo-
catalase (GALVEZ & al., 2012). Les entérocoques peuvent croitre de 5-10°C a 45-50°C, en
aérobie et anaérobie, E. faecium et E. faecalis peuvent survivre a un chauffage a 60 °C
pendant 30 minutes, ainsi qu'a une gamme de valeurs de pH entre 4,6 et 9,9. Elles peuvent
tolérer la présence de sels biliaires jusqu'a 40% (p/v). E. faecalis est capable de se développer
dans 6,5% de NaCl (VERMA & KALYAN, 2018).

Ce sont des chimio-organotrophes, ont un métabolisme fermentaire, de type
homofermentaire ou le produit final prédominant de la fermentation du glucose estla L (+)
- acide lactique. Les entérocoques font partie d’un groupe de microorganismes nommés
bactéries a acide lactique produisant des bactériocines. Une de leurs caractéristiques
consiste en un faible contenu G+C% de 35.1- 44.9 mol% (SVEC & DEVRIESE, 2009).

Les bactéries du genre Enterococcus sont peu exigeantes en facteurs de croissance et
peuvent donc se multiplier aisément sur les géloses ordinaires Trypticase-Soja (TS) apres
18 a 24 heures d’incubation a 35°C. Les colonies d’entérocoques apparaissent alors
translucides (sauf E. casseliflavus qui présentent une légére pigmentation jaune) avec un

diametre inférieur a 1 mm (CHRISTOPHE, 2017).
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V. Aptitude technologiques des entérocoques

La présence d'entérocoques dans produits laitiers a longtemps été considérée comme
une indication de conditions sanitaires insuffisantes lors de la production et Ia
transformation du lait. Cependant, les entérocoques ont une longue histoire d'utilisation
sGre dans les aliments. De plus, un nombre considérable de souches appartenant a
différentes especes du genre Enterococcus partage des caractéristiques
biotechnologiques intéressantes, telles que la production de bactériocines et de
probiotiques caractéristiques (FRANZ & al., 1999)

» La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des
bactéries lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la
production de I’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone
au cours de la croissance bactérienne (MAYRA & BIGRET, 2004 ; MONNET & al., 2008).
Les entérocoques présentent une faible capacité d'acidification du lait, 'espece E.
faecalis est généralement la plus active (SARANTINOPOULOS & al., 2021)

» L’activité protéolytique et peptydolytique est importante pour le développement
des bactéries lactiques dans le lait et pour la maturation du fromage. Cette aptitude
est variable chez les espéces d’entérocoque, quelques études ont signalé une
activité protéolytique pertinente chez les espéces E. faecium, E. faecalis et E. durans,
alors qu’une faibles activitéds a été observés pour la plupart des espéces
d’entérocoques (WESSELS & al., 1990 ; CENTENO & al., 1999 ; SUzzI & al., 2000) (DOVAT
&al., 1970 ; ARIZCUN & al., 1997 ; MACEDO & MALCATA., 1997 ; ANDRIGHETTO & al., 2001).

» Dans ces égards, de nombreux E. faecalis et E. faecium isolés a partir de produits
laitiers se sont révélés étre de bons producteurs d'acétaldéhyde, d'éthanol, du
diacétyle et d'acétoine lorsqu'ils sont cultivés dans du lait, contribuant ainsi
d’avantage dans le développement de I'arébme et de la saveur des fromages
(HAGRASS & al., 1991 ; ANDRIGHETTO & al., 2001 ; SARANTINOPOULOS & dl., 2001).

» Il y a peu d'informations disponibles sur le métabolisme du citrate chez les
entérocoques. Des souches isolées d’E. faecalis, E. faecium et E. durans d’origine

alimentaire différent dans leur capacité a utiliser le citrate ou le pyruvate comme

Rage 24



Chapitre | . &es entérocogues

seule source de carbone, la premiére souche étant plus rapide que les deux autres

dans ['utilisation des acides organiques (SARANTINOPOULOS & al., 2001).

VI. Activité antimicrobienne

Les bactéries lactiques sont connues et utilisées pour les effets antagonistes qu’elles
peuvent avoir. Ceux-ci résultent de la production de différents composés organiques et
non organiques capables d’inhiber ou de limiter la croissance de certains germes
pathogénes (HAmMMI, 2016). En effet, les bactéries lactiques et/ou leurs métabolites
antimicrobiens répondent aux exigences des bio-conservateurs alimentaires, pour leur non
toxicité a ’homme, les propriétés nutritionnelles qu’elles conférent aux aliments, leur
efficacité a des faibles concentrations, leur activité dans les conditions de stockage a basse
température, et leurs effets bénéfiques sur la santé (STILES, 1996).

a. Acides organiques
Les métabolites antimicrobiens les plus importants et les mieux caractérisés produit par
les bactéries lactiques sont I'acide lactique et I'acide acétique la conversion des sucres en
acides organiques et la réduction du pH sont les actions de conservation primaire que les
bactéries lactiques fournissent aux aliments fermentés. la quantité et le type des acides
produit durant la fermentation influence I'activité microbienne (Sukskovic & al., 2010).
L'effet inhibiteur spécifique des acides organiques est généralement attribué a leur forme
non dissociée. Cette forme pénetre librement dans la cellule ou elle s'ionise ce qui
provoque un abaissement du pH interne et le blocage de certains mécanismes de
transport.
b. Peroxyde d’hydrogéne
Le peroxyde d'hydrogéne affecte les lipides membranaires et les protéines cellulaires
(BIENERT et al., 2006). L'effet bactéricide du peroxyde d'hydrogene est attribué a son effet
oxydant sur les cellules bactériennes, notamment a I'oxydation des groupes sulfhydryle
des protéines cellulaires et les lipides membranaires (MORRIS, 1976 ; LINDGREN et
DOBROGOSZ, 1990). Le principal effet antibactérien est de contribuer au blocage de la
glycolyse Le peroxyde d'hydrogéne a un effet bactériostatique envers les bactéries Gram
positives alors qu'il exerce un effet bactéricide contre les bactéries Gram négatives (BLom

et MORTVEDT, 1991 ; CONDON, 1987 ; LINDGREN & DOBROGOSZ, 1990).
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c. Dioxyde de carbone

Il est formé essentiellement, au cours de la fermentation hétérolactique. En créant un
environnement anaérobie, il inhibe les microorganismes aérobies. Son accumulation dans
la bicouche lipidique peut causer un dysfonctionnement de la perméabilité membranaire

(AMMOR & al., 2006).
d. Les bactériocines

Les bactériocines font I'objet d'une attention accrue due au (O’CONNOR & al., 2020):
Exigences du consommateur pour minimaliser les aliments transformés par I’ajout
des additifs chimiques.

Leur potentiel en tant qu'alternatives naturelles aux antibiotiques en raison des
préoccupations croissantes concernant le probleme émergent de la résistance aux
antimicrobiens.

Modulateurs du microbiote humain et par conséquent leur potentiel de traiter des
conditions métaboliques complexes telles que le diabete et les maladies
inflammatoires de l'intestin.

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont des petits peptides
antimicrobiens, cationiques, amphiphiles (plutét hydrophobe), produits naturellement par
des micro-organismes par synthése ribosomique, qui varient dans leurs ; spectre et mode
d’activité, structure moléculaire et masse moléculaire, la thermo-stabilité, le pH, et leurs
déterminants génétiques (BOUSSOUAR, 2017), elles sont généralement incolores, inodores,
insipides (PEREZ & al., 2014). De plus, certaines bactériocines présentent une spécificité
élevée contre des souches bactériennes sélectionnées et emploient des récepteurs
spécifiques sur leur membrane cellulaire (DABA & al., 2017 , 2018 ), elles ont une activité
bactéricide sur les especes proches de la souche productrice (spectre étroit), ou une
gamme variée de (spectre large) de micro-organismes (GALVEZ & al., 2014).

Leur nature protéique permet leur dégradation par les enzymes protéolytiques en
particulier les protéases du tractus gastro-intestinal des mammiféres, ce qui les rend sans
danger pour la consommation humaine (ZACHAROF & LOVITTB, 2012), elles présentent des
caractéristiques propres a étre utilisés comme agents de conservation des aliments

(CLEVELAND & al., 2001).
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Selon KLAENHAMMER, (1993) les bactériocines des bactéries lactiques sont classées en 4

classes sur la base des caractéristiques communes, notamment structurelles.

(a) Classification de Klaenhammer en 1993

(b) Classification de Cotter et Collaborateurs en 2005h

Classe | : Lantibiotiques

Classe Il : Peptides non modifiés

Sous-classe lla : Pseudo-pédiocines

Sous-classe Il : Bactériocines a deux composantes

Sous-classe llc : Bactériocines activées par un thiol

Classe Il : Peptides de haut poids moléculaire
thermolabiles

Classe IV:  Bactériocines complexes

Classe | :
Classe llc
éliminée. Sous-classes :
Les classes II, lll | Classe Il :
et V restaurées | Sous.classe lla:
pnna— Sous-classe Ib :
Sous-classe lic :
) Sous-classe Ild :
Classe Il ;

Classe IV devient les peptides cycliques

Lantibiotiques

1

Non-lantibiotiques

Pediocin-like ou anti-listeria

Bactériocines a deux composantes
Bactériocines cycliques (ancienne classe IV)
Peptides linéaires

Bactériolysines

Réarrangement de la classe des

lantibiotiques
et de la classe Il classe IV

Les peptides cycliques transférés dans la

Classe | :
Sous-classe la:
Sous-classe Ib:
Sous-classe Ic :
Classe Il :
Sous-classe lla:
Sous-classe Ilb :
Sous-classe lic :
Classe Il :
Sous-classe llla:
Sous-classe lllb :
Classe IV:

Lantibiotiques
Linéaires

Globulaires
Multi-composantes
Peptides non-modifiés
Pseudo-pédiocines
Hétérogenes
Multi-composantes
Protéines de haut poids moléculaires
Bactériolytiques
Non-lytiques

Peptides cycliques

(c) Classification de Heng et Tagg en 2006

Figure 10. Classification des bactériocines (EsSoDOLOM, 2016)

VIl. Entérocines des entérocoques

Les entérocoques du microbiote intestinal de ’lhomme, animaux et la flore naturel des

aliments ont pris de l'importance dans le contréle de micro-organismes indésirables

spécifiquement dans les applications de qualité et de sécurité alimentaire (BEN BRAIEK &

SMAOUI, 2019).

Les bactériocines produites par les entérocoques sont appelées entérocines, peuvent étre

appliquées comme conservateurs dans les produits laitiers ou la viande de fermentation

(FRANZ & al., 2007). Les entérocines sont de petits peptides ou protéines antibactériens

extracellulaires de synthése ribosomale, qui présentent un spectre d'inhibition limité a des
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bactéries a Gram positif (en particulier des souches étroitement apparentées), des agents
pathogenes d'origine alimentaire, et des bactéries d'altération (LEROY & al., 2003).

De nombreuses espéces d'entérocoques, principalement, E. faecalis et E. faecium, sont
connues pour produire une grande variété d’entérocines, avec une activité contre Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium spp., y compris Clostridium botulinum
et Clostridium perfringens, et Vibrio cholerae (FRANZ & al., 1996 ; LAUKOVA & CZIKKOVA, 1999
; SARANTINOUPOULOS & al., 2002).

La plupart des entérocines appartiennent au bactériocines classe Il subdivisée en classe Il
3, classe Il b, classe Il c et classe Il d (MAKY & al., 2015), elles comprennent les entérocines
A, B, P, L50A/B et la bactériocine 35. Parmi eux, |'entérocine A produite par la souche E.
faecium a été la premiére entérocine a étre complétement caractérisée (REHAIEM & al.,
2011), et quelques-unes sont des enzymes lytiques thermolabiles. Préalablement, ces
derniers ont été classés comme bactériocines, mais sont maintenant inclus dans une classe

distincte des antimicrobiens (COTTER & al., 2005).

a. Mécanisme d’action
Les bactériocines agissent par la formation de pores au niveau des parois des micro-
organismes sensibles, dont la premiere étape consiste en une attraction électrostatique
entre la cible cellulaire et la bactériocine conduisant ensuite a d'autres étapes (DEEGAN &
al., 2006). Les entérocines ont la membrane cytoplasmique comme cible principale comme
la plupart des bactériocines, ou elles forment des pores, appauvrissant ainsi le potentiel
transmembranaire el ou le gradient de pH, ce qui entraine la mort cellulaire (CLEVELAND &
al, 2001). Récemment, de nombreuses espéces d'Enterococcus ont été rapportées d’avoir
des propriétés anti-listériales (BEN BRAIEK & al., 2019 ; CHAKCHOUK -MTIBAA & al , 2014 , 2018
) et connu pourinhiber les agents pathogénes d'origine alimentaire (BEN BRAIEK & al., 2018).
Divers mécanismes ont été proposés pour décrire I’action bactéricide des bactériocines. La
formation de pores est le mécanisme le mieux décrit Le spectre d'action relativement faible
de certaines bactériocines suggere la présence de récepteurs moléculaires dans la
membrane de la cellule cible, méme si cela n’a pas été démontrée (VAN BELKUM & STILES,

2000).
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I. Démarche du travail

I.1. Problématique

La conservation des denrées alimentaires est un souci depuis longtemps, elle peut se
faire par ajouts des conservateurs chimiques ou naturellement par la présence de la flore
microbienne autochtone ou par des substances naturelles, dans notre cas on recherche la
présence des entérocoques a activité antimicrobienne dans un produit terroir de la région
fabriqué traditionnellement « Jben ».
I.2. Objectifs

Notre étude se base sur I’examination du profil microbiologique d’un fromage frais
traditionnel de la région de Naama cas du « Jben » pour isoler de celui-ci les entérocoques
et tester leur activité antimicrobienne.

La figure suivante résume la démarche de notre travail.

Etude de la qualité du Jben Analyses physicochimiques

Analyses microbiologiques

dJ

Isolement des

5 Examen microscopique

enterocoques — > | Identification biochimique

J

Teste de I'activité

antimicrobienne

Figure 11. Organisation schématique des objectifs de la recherche.
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I.3. Diagramme de fabrication du Jben
Il existe plusieurs recettes familiales de ce fromage traditionnel celle-ci est une d’entre

eux résultante du savoir-faire de la région.

Lait cru de brebis

Chauffage modéré

Q)

Ajout de la présure

(2)

Figure 12. Fabrication du Jben a échelle laboratoire
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Etape (3)

Figure 13. Fabrucation traditionelle du Jben

II. Echantillonnage

Quatre échantillons de fromage artisanal J’ben a base de lait cru de brebis fabriqués selon
la méthode traditionnel (Diagramme de fabrication du Jben figure 12) ont été collecté
durant le mois Avril et début Mai de I’lannée 2021. Nous avons prélevé en respectant les
regles d’hygiénes, aléatoirement, plus de 200g de fromage, dans des sachets stériles
étiquetés et puis conservés dans une glaciére afin de les transporter au laboratoire (le

4eme échantillon a été fabriqué a échelle laboratoire)
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Tableau 7 : Echantillonnage du fromage traditionnel " Jben"

Echantillons Date de fabrication et de Date d’analyse

prélevement

E1 04-04-2021 05-04-2021
E2 10-04-2021 12-04-2021
E3 26-04-2021 27-04-2021
E4 04-05-2021 04-05-2021

lll. Caractérisation du fromage traditionnel Jben

Ill.1. Caractérisations physicochimiques

e Toutes les analyses physicochimiques ont été effectuées au niveau du laboratoire
de la répression des fraudes (CACQE) dans la Wilaya de Naama.
lll.1.1.Détermination du potentiel d'hydrogene (pH)

Mesure de la différence de potentiel entre une électrode de verre et une électrode de
référence réunies en un systéeme d’électrode combinée. On a utilisé dans cette étude un
pH-métre de type (HANNA pH210). Dans un mélange de 10 grammes de fromage dilués
dans 9goml d’eau distillé, on plonge le pH-meétre et en note la valeur de pH a 0.01 prés a la
température de mesure (BOUSSOUAR, 2017).

lll.1. 2.Mesure de 'acidité titrable

L’acidité du « Jben » a été mesuré par dosage de I’acide lactique a I’aide d’une solution
d’hydroxyde de sodium 0,1 N. 10g du formage finement broyé ont été ajouté a 4oml I’eau
distillé a une température de 60°C puis laisser refroidir. 50 ml de la solution a été titré par
NaOH en présence de phénolphtaléine comme indicateur coloré. La phénolphtaléine
indique la limite de neutralisation par changement de couleur (rose pale). L’acidité est

exprimée en degré Dornic (°D) (AFNOR, 1986 ; Mathieu, 1998).

V9 X 0,01 X 1000 2]

V1 Vo
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Oou

Vo : est le volume, en millilitre, de la prise d’essai.

V;: est le volume en millilitre, de la solution d’hydroxyde de sodium nécessaire.

lll.1.3.Détermination de la matiére séche (JorA N°25 du 04-05-2014)
a. Principe
Séchage d'une prise d'essai pesée et mélangée avec du sable par chauffage dans une
étuve réglée a 102°C. Pesée de la prise d'essai séchée afin de déterminer la perte de masse.
b. Mode opératoire
3 g de « Jben » ont été mis dans une capsule préparée (20g de sable et la baguette
d'agitation ) peser ’ensemble ainsi que le couvercle de la capsule puis placer a I’étuve a
100+4°C pendant 3 heures. Les capsules ont été ensuite introduites dans le dessiccateur
afin de revenir a la température ambiante, puis elles sont pesées de nouveau.
Calculer la teneur totale en matiére seche de I'Echantillon pour essai, W¢, exprimée en
pourcentage de la masse, a I'aide de I’équation suivante :

(mpy—mgy)—(m3z—my)
W= x 100
(mq1—my)

Ou:

m, : est la masse, en grammes, de la capsule préparée.

m;, : est la masse, en grammes, de la prise d'essai et de la capsule avant dessiccation.
m, : est la masse, en grammes, de la prise d'essai et de la capsule aprés dessiccation.

m; : est la masse, en grammes, de la capsule utilisée pour I'essai a blanc, pour le méme
temps de dessiccation que m..

m, : est la masse, en grammes, de la capsule préparée utilisée pour I'essai a blanc.

lll.1. 4.Détermination de teneur en eau (humidité) (ArnoR, 1986)

Représente la quantité d’eau contenue dans le fromage. Elle est exprimé en pourcentage
et calculer comme suit :

H =100- EST
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Avec:
EST : Extrait sec total.
H : Humidité

lll.1.5.Détermination de la matiére grasse (JorRA N°67 12-11-2014)
a. Principe

Apreés dissolution des protéines du fromage au moyen d'acide sulfurique, il est procédé
a la séparation de la matiere grasse par centrifugation dans un butyromeétre de Van Gulik,
la séparation étant favorisée par I'addition d'une petite quantité d'alcool iso-amylique.
Obtention de la teneur en matiére grasse par lecture directe sur I'échelle du butyrométre.

b. Mode opératoire

Peser 3 g de I'échantillon et aprés broyage I'introduire dans un butyromeétre de Van de
Gulik, I’ajout de I'acide sulfurique est par I'ouverture étroite jusqu'a ce que le niveau de
I'acide atteigne une hauteur d'environ les deux tiers de la chambre du butyrométre et que
le systeme de pesage soit complétement recouvert d'acide sulfurique.
Placer le butyrometre, durant 5 min, dans le bain marie, a (65 * 2°) C, puis retirer le
butyromeétre du bain d'eau et I'agiter énergiquement durant 10s, répéter les opérations
jusqu'a ce que les protéines soient complétement dissoutes, généralement 1 h.
Retirer le butyrométre du bain d'eau et, aprés avoir soigneusement agité, ajouter 1 ml
d'alcool iso-amylique (3.2) par I'ouverture étroite. Agiter immédiatement durant au moins
3s. Ajouter de I'acide sulfurique par I'ouverture étroite jusqu'a ce que le niveau atteigne le
trait repere 35 % de I'échelle puis remettre le butyrometre dans le bain marie pendant 5
min.
Retirer le butyrométre du bain d'eau, ajuster le gros bouchon de facon a amener la colonne
de matiére grasse dans la partie graduée, et centrifuger le butyromeétre a une accélération
centrifuge relative de (350 * 50) g durant 10 min.

La teneur en matiere grasse, exprimée en grammes pour 100 g de fromage, est égale a:

MG=B-A
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Dont:
A: est la lecture faite a I'extrémité inférieure de la colonne de matiére grasse

B : est la lecture faite a I'extrémité supérieure de la colonne de matiére grasse.

l1l.2. Caractérisations microbiologiques

l1l.2.1. Préparation de la solution mére et les dilutions (NF V 08 o010 de mars 1996)

La réalisation des analyses microbiologiques nécessite d'effectuer une série des
dilutions décimales dans le but de réduire la charge microbienne et avoir une répartition
uniforme des microorganismes afin de faciliter I’examen microbiologique.

Pour préparer la solution mére on préléve aseptiquement et aléatoirement 10g de
fromage artisanal Jben et I'introduire dans un flacon contenant 9oml du diluant Tryptone
Sel Eau (TSE) suivi d’une bonne agitation. La préparation de la premiére dilution décimale
10" consiste a prélever aseptiquement 1ml de la solution mére et 'introduire dans un tube
contenant gml du méme diluant, ensuite passer a la dilution 10 on introduit 1ml de la
dilution 10" dans un tube contenant gml de TSE, et ainsi de suite jusqu’a I'obtention du

nombre de dilutions souhaitées.

/

10g Jben/
goml TSE

L

107 10 1073 104 10°
Solution mere

Figure 14. schématisation de la préparation de la solution mere et des dilutions
décimales

lll.2.2. Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale a 30°c

Cette flore est un bon indicateur de la qualité générale et de la stabilité des produits
ainsi que de la qualité des installations. Le dénombrement a été réalisé sur gélose PCA (Plat
Count Agar), par ensemencement en masse d’1 ml de chacune des dilutions décimales de

10 et 103 en double suivi d’'une incubation a 30 °C pendant 72 h.
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On compte les colonies lenticulaires ayant poussé en masse. Le dénombrement a
été effectué a I’aide d’un compteur de colonies, en tenant compte uniquement des boites
contenant entre 30 et 300 colonies (BOUSSOUAR, 2017). On calcule le nombre de

microorganismes par ml a I'aide de la formule suivante :

__ xC
- (nq1+0,1ny)d

Ou:

2C: La somme des colonies comptées sur toutes les boites retenues ;
n; : Le nombre de boites retenues a la premiére dilution;

n; : Le nombre de boites retenues a la deuxieme dilution;

d : est le taux de dilution correspondant a la premiere dilution.

l11.2.3. Dénombrement des coliformes totaux et coliformes fécaux (NF V 08-

050 et NF V 08-060)

Le dénombrement consiste a ensemencer en profondeur, dans les mémes conditions,
une quantité déterminée (1ml) de la solution meére et des dilutions décimales 107" et 107>
dans un milieu gélosé de Désoxycolate coulé dans une boite de Pétri. Recouvrir les boites
avec une couche du méme milieu, et les incuber a 30 °C pendant 24 h pour les coliformes
totaux et a 44°C pour les coliformes fécaux.

Le dénombrement repose sur le comptage des colonies caractéristiques qui sont violacées,
d'un diamétre de 0,5 mm ou plus, et parfois sont entourées d'une zone rougeatre due a la
précipitation de la bile. Retenir les boites contenant moins de 150 colonies caractéristiques
et/ou non caractéristiques au niveau de deux dilutions successives. Il faut qu'une boite
renferme au moins 15 colonies caractéristiques. Calculer le nombre N de coliformes totaux/

fécaux par millilitre, en tant que moyenne pondérée, a I'aide de I'équation suivante :

Rage 38



Chapitre Wl . CMatériels et méthodes

Oou
2C:la somme des colonies caractéristiques comptées sur les deux boites retenues;

d: le taux de dilution correspondant a la premiére dilution comptée.

l11.2.4. Recherche des Salmonelles
Selon le JORA n° 42 du 15 juin 2005 la recherche des salmonelles dans les produits
laitiers implique les étapes suivantes :
e Pré enrichissement en milieu liquide non sélectif
25 g du fromage artisanal a analyser sont introduits dans un flacon contenant 225
ml d’eau peptonée tamponnée puis incubées a 37°C pendant 16 a 20 heures.
e Enrichissement en milieux sélectifs liquides
A partir des cultures obtenues en pré enrichissement on ensemence un bouillon
Rappaport Vassiliadis par un volume de 0,1 ml en double et sont incubés a 42°C, pendant 24
h.
e Isolement
A partir des cultures obtenues en enrichissement, on ensemence en stries sur le milieu
sélectifs solide Salmonella-Shigella (SS) additionné ensuite les incubées a 37°C pendant 24
h. Les boites positives présentent des colonies typiques ayant des aspects caractéristiques
des Salmonelles ou des Shigelles. Ces aspects sont les suivants :
» Colonies incolores avec centre noir (production de H2S), la présence de centre noire

élimine la possibilité de Shigella.

lll.2.5. Recherche des Staphylocoques a coagulasse positif (Jora n° 68 du 23
novembre 2014)

Consiste a ensemencer en surface un milieu de culture gélosé sélectif (100 ml de la gélose
Baird Parker, 5 ml du surnageant de I’émulsion de jaune d’ceuf, 1 ml de Tellurite de
potassium) coulé dans une boite de Pétri, avec 0,1 ml de la solution mére en double. Aprés
24 a 48 heures d’incubation a 37°c.
l11.2.6. Recherche des anaérobies sulfito-réducteurs

Aprés destruction des formes végétatives, par chauffage a 80 °C pendant 10 minutes de 5
ml en double des dilutions 10-1 et 10-2 du fromage artisanal Jben, et refroidissement
immédiat par I’eau de robinet pendant 10 minutes. Ces prélevements sont incorporés dans
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des tubes a vis stériles contenants un milieu de base fondu, régénéré, additionné de sulfite
de sodium et de sels de fer (le milieu viande foie). Aprés incubation a 37°C, les colonies
noires ayant poussé en profondeur sont comptées aprés 18 h, 48 h et 72 h (GUIRAUD, 2003).
I11.2.7. Dénombrement des moisissures et levures

Ensemencement en profondeur d’un milieu de base OGA, en double d’1 ml des dilutions

1075 de I’échantillon. Les boites sont incubées pendant 5 jours a une température de 22 °C

(NF 1s0 13 681V 04-507 Avril 1996).
IV. Isolement et purification des entérocoques

IV.1. Isolement des entérocoques

L’isolement des entérocoques a été réalisé en deux étapes, a partir des résultats du
dénombrement des streptocoques du groupe D (fécaux), ol on a repiqué les tubes positifs
du bouillon Litsky dans du bouillon BHIB, et en paralléle un milieu de culture sélectif solide
(Citrate azide) a été ensemencé en profondeur avec 1 ml de la solution mére du Jben, et 1
ml de chaque dilution 10-1 et 10-2. L’incubation s’est déroulée a 37°C et 42°C pendant 24 a
48h (BOUSSOUAR, 2017).

IV.2. Purification des entérocoques

Des essais préliminaires ont été réalisés portant sur I'utilisation de plusieurs milieux
(M17, MRS, Citrate azide Tween Carbonate, Citrate azide, BHIA) de culture afin de maintenir
le milieu de culture le plus adéquat pour les entérocoques.

Aprés une constatation visuelle des aspects culturaux sur les différents milieux de
culture solide, on a sélectionné les colonies distinctes. Ensuite nous les avons purifiés sur
les mémes milieux dont elles ont été issues, et dans les mémes conditions. Apres croissance
des colonies en boite, on prend de chaque boite une colonie isolée sur laquelle seront
effectuées une coloration de Gram, et la recherche de la catalase. Les bactéries a Gram
positif, et catalase négative sont retenues et repiquées sur bouillon MRS ou BHIB, puis
incubées a 42°C pendant 18 h. Une derniéere purification a été réalisé sur le milieu CATC, ou
les entérocoques apparaissent sous forme de petites colonies, rose-rouge ou marron,
lisses, Iégérement bombées dont la pureté est estimée par observation microscopique

aprés coloration de Gram (BALows & al., 1992 ; DOMIG, 2003 ; HELENI & al., 2006).
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IV.3. Conservation des isolats

a. La conservation a court terme

La conservation des isolats purifiés est réalisée par ensemencement sur bouillon BHI.
Apres incubation a 37°C pendant 18 heures, les tubes sont conservés a + 4°C, Le
renouvellement des cultures se fera tous les trois semaines (BADIS & al., 2004)

b. La conservation a long terme

A partir des cultures jeunes (18h) sur milieu liquide, on ajoute la culture jeune dans le
milieu de culture de conservation. Le milieu de conservation contient du bouillon MRS ou
BHI additionné de 30% de glycérol. Les cultures sont conservées en suspension dense et en
cryotubes a -20°C. Indiquent que des suspensions treés concentrées résistent mieux a la
congélation. En cas de besoin, les cultures sont repiquées dans le bouillon BHI, avant

utilisation (BADIS & al., 2004 ; SAIDI & al., 2002).

IV.4. Identification biochimique des isolats

IV.4.1.Recherche de la catalase

Les bactéries lactiques sont aérobies anaérobies facultatives et ne possedent pas
I’enzyme catalase pour dégrader le peroxyde d’hydrogéne en oxygéne et eau. Pour ce test
une goutte de H202 a 10% est déposée sur une lame en verre propre et une quantité de
colonie prélevée a I’aide d’une anse stérile y est ajoutée, le résultat est positif lorsqu’il y a
apparition de bulles représentants le dégagement d’Oz2. Seules les colonies négatives au
test de catalase ont été retenues pour la suite des analyses (LARPENT & al., 1990).

Cette enzyme est capable de décomposer I’eau oxygénée selon la réaction :

2H,0, —>2 H,0 + O,
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IV.4.2.Mannitol mobilité
Le mannitol est un produit de réduction du D-mannose. Il permet de rechercher

simultanément la fermentation du mannitol et la mobilité. On a ensemencé les souches
étudiées dans le milieu par piqlre centrale, et incubé a 37°C pendant 24h. Le virage au jaune
du milieu indique la fermentation du mannitol, une diffusion dans la gélose indique la
mobilité des bactéries (MARCHAL & al., 1991).
IV.4.3.Utilisation du Citrate

Le milieu Citrate de Simmons coulé en tubes est utilisé pour I’étude de I'utilisation du
citrate comme seule source de carbone par les germes. Il contient un indicateur de pH qui
est le bleu de bromothymol, ce qui confére au milieu une coloration verte a I’état acide. Les
germes sont ensemencés en stries sur les tubes qui contiennent le milieu de citrate de
Simmons incliné, puis incubé a 37°C / 24h. Les germes qui utilisent le citrate comme seule

source de carbone entrainent une alcalinisation du milieu, d’ou le virage du vert au bleu.

IV.4.4.Tolérance au tellurite

La tolérance au tellurite a été recherchée par ensemencement, en stries trés
serrées, la gélose a 0.04% de tellurite de potassium par les isolats a tester. Aprés une
période de 24h d’incubation a 37°C, les souches résistantes donnent des colonies noires

(BOUSSOUAR, 2017).

IV.4.5.Test d’hémolyse

Le caractere hémolytique a été recherché par ensemencement en stries de la gélose
au sang et gélose Columbia additionné de 5% du sang défibriné humain. Aprés incubation
pendant une période de 24h a 37°C, le type d’hémolyse a été examiné. Les entérocoques
peuvent étre a hémolytiques (couleur verte autour des colonies) ; B hémolytiques
(éclaircissement autour des colonies) ou Yy hémolytiques (le milieu n’est pas modifié)
(BOUSSOUAR, 2017).
IV.4.6.Hydrolyse de I’esculine

L’hydrolyse de cet hétéroside est mise en évidence sur le milieu gélosé a I'esculine
(DEVOYODE & POULLAIN, 1988 ; LARPENT & al., 1997), ’hydrolyse de I'esculine est un des
critéres usuels de I'identification au sein de nombreux groupes bactériens. L’esculine est
un hétéroside. Son hydrolyse, catalysée par une (- glucosidase et I’esculinase, libére du
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glucose et I’aglycone : I’esculétine. Produite réagit avec les ions de fer Ill pour former un

précipité noir dans le milieu. Le milieu utilisé est le bouillon a I’esculine. Apres 24h-48h a

37°C d’incubation, le résultat se traduit par un noircissement du tube.

IV.4.7. Test TSI (Triple sugar Iron)

Pour mettre en évidence la fermentation des trois sucres (lactose, glucose et saccharose),

nous avons procédés a ’ensemencement du culot par piqlre profonde et incuber a 30°C

pendent 24h. Ce test permet également la production de H2S (noircissement de la zone

joignant la pente et le culot) et de gaz (bulles dans la gélose) pente par une strie médiane

(TABAK & BENSOLTANE, 2012).

IV.4.8.1dentification des isolats par la galerie APl 20 STREP (Biomerieux)
L’API 20 Strep est un systeme standardisé associant 20 tests biochimiques qui

présentent un grand pouvoir discriminant. Il permet de faire un diagnostic de groupe ou

d'espéce pour la plupart des streptocoques, entérocoques et pour les germes apparentés

les plus courants.

a. Principe

La galerie APl 20 STREP comporte 20 microtubes contenant les substrats déshydratés
pour la mise en évidence d'activités enzymatiques ou de fermentation de sucres. Les tests
enzymatiques sont inoculés avec une suspension dense, réalisée a partir d'une culture
pure, qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période d'incubation
se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs. Les
tests de fermentation sont inoculés avec un milieu enrichi (contenant un indicateur de pH)
qui réhydrate les sucres. La fermentation des carbohydrates entraine une acidification se
traduisant par un virage spontané de l'indicateur coloré. La lecture de ces réactions se fait
al'aide du tableau de lecture et I'identification est obtenue a I'aide du Catalogue analytique

ou d'un logiciel d'identification (BOUSSOUAR, 2017).

V. Détection des bactéries potentiellement bactériocinogéne

V.1. Méthode de disque
Dans cette méthode, un tapis de la souche indicatrice est réalisé sur la surface d’un
milieu Mueller Hinton (DO660 varie entre 0.08 et 0.1 correspondent a 0.5 McFarland),

ensuite des disques stériles de papier Whatman imbibés avec 10 ul de la culture jeune a
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tester sont déposés sur ce tapis. Une fois les boites sont séchées a une température
ambiante, elles sont incubées a 37°C pendant 24h, les boites sont examinées pour la

présence des zones d’inhibition (BERECKA & al., 2009).
V.2. Méthode de diffusion par puits (BAREFOOT & KLAENHAMNMER ,1983)

Cette méthode a été modifiée par plusieurs auteurs comme PuIzANI & al., 1992.
Cette méthode consiste a : On a ensemencé des souches productrices de substances
inhibitrices dans du milieu MRS liquide et incubées a 37°C pendant 16 a 24h en anaérobiose,
ce qui évite la formation du peroxyde d’hydrogene (H202). Apres incubation, le milieu est
centrifugé (8000 tr/min, 10 min) et le surnageant est alors séparé du culot et filtré a I’aide
d’un filtre Millipore de 0.45 um et neutralisé avec du NAOH (N1) afin d’avoir un pH de 6,8-7
et il est conservé a 4°C. Ensuite une boite de Pétri contenant du Miiller Hinton solide est
ensemencée par la souche test initialement préparée (DO = 0,08 - 0,1 a 660nm) par
écouvillonnage. On laisse les boites sécher a température ambiante pendant 30minutes,
des puits sont ensuite réalisés avec un emporte-piece ou une cloche de durham stérile. Ces
puits recevront 100 pl du surnageant brut de la culture a tester et les boite seront mises a
4°C pendant 2heures pour permettre une bonne diffusion du surnageant. Les boites sont
ensuite incubées pendant 24 h a 37°C en anaérobiose, afin d’éviter la présence de Iair
nécessaire a la formation du peroxyde d’hydrogéne.
V.3. Recherche de substances inhibitrices de nature protéique

Les bactériocines étant connues pour étre des protéines résistant a des
températures élevées, la thermostabilité des substances inhibitrices a été testée par
chauffage a 100°C pendant 0,15, 20 et 30 min des surnageant des souches testées. Comme
précédemment, on utilise la méthode de diffusion en puits, le surnageant a été neutralisé
a pH 6,5 par une solution de NaOH 0,1N pour éliminer I’effet des acides organiques. Afin
d’éliminer le peroxyde d’hydrogéne accumulé dans le milieu de culture, le surnageant a
aussi été traité deux heures par une catalase a 30°C avant de procéder au test d’inhibition

(LABIOUI & al., 2005).
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Le Jben est considéré comme fromage frais par plusieurs études (BENKERROUM &
TAMIME, 2004 ; EI MARNISSI & al., 2013 ; BENYAGOUB & al., 2016 ; TADJINE & al., 2020), selon
CHAMBRA & IRLINGER en 2004 le fromage frais est un fromage peu égoutté qui n'a pas été
affiné, il y’a juste coagulation des protéines du lait sous I'effet des ferments lactiques

(acidification).

Le Jben ne présente pas de caractéristiques définie a causes des méthodes
artisanales utilisées pour sa préparation reposant, essentiellement, sur les connaissances
acquises a partir d’'une longue expérience (SALMERON & al., 2002). Ce dernier peut étre
préparé a base de plusieurs types de lait (lait de vache, chévre ou de brebis). Les aromes,
les propriétés organoleptiques et les caractéristiques physico-chimiques du fromage
dépondent de celles du lait qui a son tour dépend de la race des animaux et leur type
d’alimentation (POzNANSKI & al., 2004). La fabrication (statut hygiénique) et la
commercialisation (statut marketing) du Jben n'est pas sujette a la réglementation
officielle en vigueur et de fait le produit suit des circuits de commercialisation informels

(GUETOUACHE & al., 2015).

On s’est intéressé dans notre étude expérimentale sur le Jben produit a partir du

lait de brebis pour:

Valoriser le lait de brebis en tenant compte de la nature de la région agro-
pastorale steppique et sa richesse en cheptel.

Etude de la qualité hygiénique du produit finis (Jben) en s’appuyant des
analyses physicochimiques et microbiologiques.

Evaluation des capacités antibactériennes et bactériocinogéne isolés a partir

de la matrice susceptible.

[l n’y a pas beaucoup d’études ayant porté sur I’étude du Jben de brebie, il est donc

difficile de comparer nos résultats a d’autres.
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I. Caractérisation du fromage traditionnel Jben

I.1. Caractérisations physicochimiques

Les analyses physicochimiques contribuent au jugement sur la qualité finale d’'une
denrée alimentaire.

Dans le cas d’une matrice dérivée du lait, la détermination du pH, ’acidité titrable,
la matiére seéche, la teneur en eau, et la matiére grasse sont des paramétres déterminants
pour attester de sa qualité.

Les résultats des analyses physicochimiques sont résumés sur le tableau suivant :

Tableau 8 : Résultats des analyses physico-chimiques.

Paramtres ’ Acidité Matiere Tee';i“(;‘;“ Matiere
physico-chimiques P titrable seche (%) ) grasse (%)
Moyennes 4.9 63°D 31.27 68.73 15

L’exploitation physicochimique des différents résultats des parameétres physico-
chimiques prelevés du Jben analysé laissent voir des valeurs de pH se situant entre 4,80-
4,98. Ces valeurs confirment que globalement le pH du Jben est Iégérement acide avec une
valeur moyenne de 4,9. Ces résultats sont en adéquation a ceux des travaux de BENHEDDI
& HELLAL (2019) qui ont mentionné des valeurs de 4,42 a 4,90. Cette acidité peut étre
allouée a l’activité acidifiante des bactéries lactiques présentes dans le Jben ou a sa matiere

premiere.

La lecture des résultats de la teneur en eau laisse voir des teneurs tres importantes
(66,41 a 71,05%) et des teneurs en matiere séche variables de 28,95 a 33,59%. Ces résultats
confirment les teneurs élevés de la matiére premiére en eau 82,9% (PARK & al., 2007 ; EL
GALIOU & al., 2015). De méme les teneurs en matieéres seche ainsi obtenus peuvent étre

expliqués par la courte durée d’égouttage au moment de la fabrication du Jben.

L’acidité titable renseigne sur la quantité de I’acide lactique dans I’échantillon. La
moyenne de 'acidité titrables affiché sur le tableau notant que la marge de variation de

cette acidité c’est étalé entre de 63°D - 65°D c’est I’équivalent a 6.3 et 6.5 g/L de teneur en
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acide lactique produit. Il est a signalé que I’acide lactique produit est la résultante de Ia
fermentation du lactose par la flore autochtone du lait (bactéries lactiques). Ces valeurs
indicent de la fermentation lactique trés active contribuent a la variation du pH du produit,
et concordent les valeurs trouvées du pH. Ces résultats sont inférieurs a ceux signalés par

RHIAT & al. (2013), et de GUETOUACHE & al. (2015).

La teneur en matiére grasse est un des principaux paramétres de la matiére solide
du fromage qui varient (OUADGHIRI & al., 2005). L’expression de la moyenne des résultats
de la matiére grasse affiche une teneur de 15 g/100g pour les essaies effectués, c’est un

indicateur que le Jben est un fromage a pate molle.

Les variations trouvées dans les parametres physicochimiques de cette recherche
refletent que le Jben reste un fromage frais traditionnel aux caractéristiques indéfinies et

inconstantes.

I.2. Caractérisations microbiologiques

De méme que les aliments nourrissent les gens qui les consomment, ils peuvent
aussi étre le siege du développement des micro-organismes. Les développements
microbiens sont controlés par des facteurs liés a I’aliment lui-méme (facteurs intrinseques),
par des facteurs extrinseques, qui concernent le milieu dans lequel ’aliment est conservé ;
et par tout agent conservateur qui a pu avoir ajouté (WILLIEY & al., 2017).

L’étude du statut microbiologique consiste a vérifier la conformité du produit et
s’assurer qu’il est propre a la consommation.

Le dénombrement la FAMT reste la meilleure méthode permettant d’estimer
P'indice de salubrité et de la qualité des aliments dans le controle industriel (BONNEFOY & al.,
2002). Les valeurs du dénombrement de la flore aérobie mésophile totale des 4
échantillons analysés mentionnées sur la figure 15 montre une forte charge sur tous les
échantillons avec des valeurs peu variables. La moyenne de FAMT est de 5x10> UF(C/g.
Notant que I’échantillon numéro 1 a présenté la teneur la plus élevé. Les résultats du
dénombrement de la FAMT ont été presque similaires a celle signalé par RHIAT & al. (2011)
ayant réalisé une investigation microbiologique du Jben et Klila fabriqués au laboratoire. Il
est a signaler que le taux élevé de la charge microbienne au niveau de notre matrice peut

étre expliqué par le manque de respect des bonnes pratiques d’hygienes et de fabrication
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gue nous avons constaté au cours de tous le processus de fabrication du Jben (de la traite
du lait jusqu’a la production), ce taux important de FAMT est un indice révélateur sur la
probabilité d’avoir une présence de germe pathogéne, en effet nous avons constaté que
pour les 3 derniers échantillons une forte contamination par les coliformes totaux et

fécaux.

Taux de la flore totale x102 UFC/g A

Flore totale

E4

E3

E2

El

0 100 200 300 400 500 600 700

Figure 15 : Résultats des analyses de la flore aérobies mésophile totale des différents

échantillons (A : Taux de la flore mésophile totale, B : Flore mésophile sur milieu PCA).

L'intérét de la recherche et le dénombrement des coliformes totaux et
contamination fécaux est de déterminer la présence de contamination fécale dans le
produit testé (JOFFIN & JOFFIN, 1999). La contamination fécale est importante dans les 3
derniers échantillons avec 0,47x10% pour les coliformes totaux et 4,3x10* UFC/g pour les
coliformes fécaux. Une absence de ces 2 parameétres a été observée sur le 1*" échantillon.
Le taux inférieur des coliformes totaux par rapport aux coliformes fécaux peut étre d( au
chauffage modéré du lait lors de la préparation du Jben. Le taux des coliformes totaux est
inférieur a ceux de GUETOUACHE & al. (2015) et les valeurs des coliformes fécaux sont
proches de ceux d’EL MARNISSI & al. (2013) d’une moyenne de 5,6x10% tandis que LAHRECH
& al. (2018) ont signalé I'absence totale des coliformes. L’ensemble des valeurs sont

affichées sur la figure suivante.
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Figure 16 : Résultats des analyses des Coliformes totaux (CT) et des coliformes
fécaux (CTT) des différents échantillons (A : Taux des coliforme totaux et fécaux, B :

croissance des coliformes fécaux sur milieu DCL).

Les clostridiums sont capables de survivre dans I’environnement et de contaminer
n’importe quel type d’aliment ou de matériel si les conditions d’hygiéne et de stérilisation
ne sont pas respectées (LEBRES, 2002). L’investigation microbiologique de nos échantillons
a révélé I'absence totale des anaérobies sulfito-réducteurs a été noté pour tous les
échantillons analysés. Pour ce qui est des Staphylococcus a coagulase positive sont
considérés comme étant un indicateur de la présence des bactéries pathogenes majeures,
véritable causes des infections mammaires (DODD & BOOTH, 2000), une nette absence de
ces propagules a été observé sur tous nos échantillons est un indicateur que le lait utilisé a
présenté une bonne qualité sanitaire. Ces résultats sont en parfaite corrélation a ceux de
LAHRECH & al. (2018) ayant travaillé sur des fromages a base de lait de chévre, vache et de

brebis dans la steppe Algérienne.

Par contre une présence des Staphylococcus a coagulase négatif a été observé sur
I’ensemble des échantillons analysés, selon la bibliographie ces germes sont des acteurs
appartenant a la flore originelle de I’animal ou de ’homme lors de la traite pouvant se

retrouvés au niveau du produit finis (WILLEY & al., 2017).
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Figure 17 : Staphylococcus a coagulase négative sur milieu Baird Parker

Contrairement a plusieurs études (BENYAGOUB & al., 2016 ; RHIAT & al., 2011) ayant
signalé une absence des salmonelles dans I’ensembles de leur échantillons, une présence
des Salmonelles a été trés remarquable sur les échantillons 3 et 4. L’exploitation du résultat
sur-cité laisse prévoir une probable maladie de I’animal d’ou la transmission de ce genre de

bactérie lors de la traite ou bien une mauvaise hygiéne du manipulateur lors de la traite.

Figure 18 : Croissance des Salmonelles sur milieu SS

On s’est basé sur les données de JORA (1998) au lieu de 2017 (car ce dernier
réglemente seulement le fromage frais a partir du lait pasteurisé) pour juger la conformité

de notre produit.
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Tableau 9 : Criteres microbiologiques du fromage frais (JORA, 1998).

Fromage frais m
Coliformes 10
Coliforme fécaux 1
S.aureus 10
Salmonelle abs

A la lumiere des résultats obtenus et tenons compte des seuils microbiologiques
I’ensemble des échantillons peuvent étre déclarés non satisfaisants considéré du fait de la
présence des coliformes totaux et fécaux et de la suspicion de présence des salmonelles

sur E3 et E4.

La matrice analysé est tres sensible aux altérations et peut étre vecteur des souches
opportunistes due a sa fabrication a base d’un produit sensible et facilement périssable

(lait cru).

Il. Isolement et identification des isolats

Sur le volet de la recherche de nouvelles molécules a potentialités biologiques pouvant
étre produite a partir des bactéries lactiques (entérocoques) autochtones de notre produit
terroir, il a été question de prospecter 12 isolats.

Apres la recherche des Streptocoques du groupe D (fécaux), il a été question de
repiquer les tubes positifs du bouillon Litsky dans du bouillon BHIB et de purifier les
souches sur les milieux de culture suivants (BHIA, Citrate Azide).

Il.1. Identification morphologiques des isolats

L’étude morphologique des souches isolées nous a permis de sélectionner 12 isolats
appartenant au genre Enterococcus.

Il.1.1 Caractérisations macroscopiques

L’observation macroscopique des souches isolées sur milieu citrate azide montre
I’apparition de petites colonies grises ou incolores avec un halo noir. Sur milieu BHIA les

différentes propagules microbiens ont affichés des colonies grandes arrondies avec un
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diametre d’environ 2 a smm, lisse de couleur blanche, et avec un contour régulier. Ces

résultats sont similaires avec ceux de Boussouar (2017) et Konard & al. (2013).

Figure 19 : Aspects des isolats sur les milieux (A : Citrate Azide, B : BHIA)

Il.1.2. Caractérisations microscopiques

L’examen de I’état frais et la coloration de Gram ont révélés que tous les isolats
sont des cocci a Gram positif, isolées, en diplocoque, en courtes chainettes ou en amas et
sont immobiles, preuves tangibles confirment leur appartenance a la grande famille

Enterococcaceae.

Figure 20: Caractérisations microscopiques des isolats. A : Observation
microscopiques d’état frais x100 ; B : Observation microscopique de la coloration de
Gram x100.
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Il.2. Identification biochimique des isolats
L’activité enzymatique sert souvent a différencier des bactéries. Il est généralement

possible de distinguer des bactéries étroitement apparentées et de les regrouper en des

especes distinctes au moyen d’épreuves biochimique (GERARD & al., 2016).

Il.2.1. Recherche de la catalase
Une absence de dégagement gazeux aprés dépdt des colonies sur la lame

additionnée d’eau oxygéné a été observée pour toutes les souches isolées. Ceci confirmes
que ces souches sont dépourvus de catalase ce qui les rend sensibles aux effets
bactéricides du peroxyde d’hydrogéne.
11.2.2. Mannitol mobilité

Les résultats de ce test indique un virage de couleur du milieu du rouge au jaune qui
indique a son tour la fermentation du mannitol, avec une seul croissance seulement au

niveau de la piqure d’ensemencement ce qui prouve I'immobilité de nos isolats.

Figure 21: Test de Mannitol Mobilité.

11.2.3. Utilisation du Citrate
Le métabolisme du citrate est visualisé par le virage de I'indicateur coloré en bleu.

Les résultats de ce test ont été négatifs pour toutes les souches isolées. Ce qui indique
I’absence du citrate perméase chez I’ensemble souches, et donc leur incapacité d’utiliser

du citrate comme seule source de carbone.
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Figure 22 : Test de Citrate de Simmons.
1l.2.4. Hydrolyse de I’esculine
Toutes les souches isolées ont présenté un précipité noir sur le milieu BEA (Bille
Esculine Agar) ce qui indique leur capacité a hydrolyser I’esculine par la présence de

I’enzyme esculinase.

Figure 23 : Résultats de I’hydrolyse d’esculine.

I1.2.5. TSI (Triple Sugar Iron)

Ce milieu permet de déterminer la capacité des micro-organismes a fermenter le
lactose, le glucose et le saccharose qui se traduit par un virage de couleur du milieu au jaune
et laréduction des sulfates en sulfures, qui en présence de fer, donne un précipité noir. Les

isolats investiguées ont été positifs pour la fermentation des trois sucres.
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Figure 24 : Résultats du test TSI

Tableau 10 : Résultats des tests biochimiques classiques

Tests biochimiques
Isolats Gram Catalase
MAN | MOB TSI ESC CS
I + - + - + + -
12 + - + - + + -
13 + - + - + + -
14 + - + - + + -
I5 + - + - + + -
16 + - + - + + -
17 + - + - + + -
18 + - + - + + -
[} + - + - + + -
10 + - + - + + -
111 + - + - + + -
112 + - + - + + -

I.2.6. Identification des isolats par la galerie API 20 STREP (Biomerieux)

Dans le souci de renforcer 'identification des isolats et combler le manque des 2
tests (Tolérance au tellurite et test d’hémolyse), nous nous sommes orientés vers

P’investigation de d’autres criteres biochimiques en utilisant la galerie APl 20 STREP.
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D’aprés cette identification et I’exploitation des données du logiciel APIWEB toutes
les souches isolées (12 isolats) font partie de la méme espéce Enterococcus faeacium, avec
des pourcentages variables entre 99,4% et 98,1%.

La dominance des espéces d’Enterococcus faecium est similaire de ceux chez P.RIVAS
& al. (2012) dans une étude sur le potentiel antibactérien des E. faecium isolés a partir du
lait de brebis et un fromage dérivé de ce dérnier, résultat qui allouent a la faible diversité
trouvée dans le niveau de I'espéce a la niche écologique a partir de laquelle ils étaient isolés,
les résultats sont aussi similaires a celle LAZREG (2017) et BOUSSOUAR (2017), alors que selon
NIETO-ARRIBAS & al. (2010) E. faecalis était I’espece dominante suivie par E. faecium dans une
étude sur un fromage espagnol, PSONI & al. (2006) ont signalé qu’E.durans a le taux le plus

élevé suivi par E. faecium isolés depuis le fromage Batzos.

Toutes les souches isolées détiennent un arsenal enzymatique diversifiés riche en :
Pyrrolidonyl Arylamidase, (3-Galactosidase, Leucine aminopeptidase et Arginine
dihydrolase. En plus de ces enzymes les isolats 6, 7 et 8 sont capables de synthétiser
’enzyme a-Galactosidase. Tous les entérocoques isolés ont démontré le pouvoir de
produire I’acétoine.

L’identification par galerie API a indiqué la capacité des différents Enterococcus
faecium de fermenter plusieurs sucres dont : le ribose, arabinose, mannitol, lactose,
tréhalose, seulement les isolats 6, 7 et 8 ont montré la capacité de fermenté le sucre
raffinose. Ces résultats ont été exprimés par virage de couleurs des microtubes du rouge
au jaune, c’est une indication d’acidification.

Ainsi on peut déduire que les isolats 6,7 et 8 peuvent étre des sous especes

d’E.faecium différentes par quelques métabolismes biochimiques des 9 autres isolats.
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Figure 25 : Résultats de I'identification biochimique par galerie APl 20 STREP

Tableau 11 : Résultats de I'identification par galerie API 20 strep

Isolat

dA
dIH
S3
VdAd
|ede
4noq
1vDq
1vd
dvi
Hav
a1y
viv
NYW
40sS
Pl A
dl
NNI
dvyd
any
JATD

110

111

o I S I I I I S I S I I P
o I S I I I I S I S I I P
o I S I I I I S I S I I P
o o e I I o I o I I P g
o o e I I o I o I I P g
o o e I I o I o I I P g
|+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ [+ [+ [+ |+
o o e e I o o o e e N
|+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ [+ [+ [+ |+
|+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ [+ [+ [+ |+
|+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ [+ [+ [+ |+

112

lll. Détection des bactéries potentiellement bactériocinogéne

Les potentialités biologiques de nos souches ont été aussi mises a I’épreuve par un
essai d’antagonisme (effet antagoniste) de nos isolats sur les 4 souches de références
choisies Escherichia coli (ATCC 25923), Listeria monocytogenes (ATCC 15313), Bacillus
subtillis (ATCC 21332), Bacillus cereus (ATCC 10876).
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La méthodologie engagée pour cette investigation a été réalisée par 3 méthodes :
celle des disques consistant a tester I’activité antibactérienne des souches isolées tel
gu’elles sont, la méthode des puits ou on teste I'activité antibactérienne du surnageant
filtré, la derniere se spécifie a la recherche des bactériocines, aprés chauffage du
surnageant et I'inhibition d’autres facteurs antibactériens.

Toutes les souches isolées ont montré une absence du pouvoir antibactérien vis-a-

vis les souches pathogénes dans les trois méthodes utilisées.

Figure 26 : Test de I'activité antibactérienne d’E. faecium sur Listeria monocytogenes
par méthode des disques.

GHRAIRI & al. (2008), AHMADOVA & al. (2012) et VERA PINGITORE & al. (2011) ont signalé
la présence de I’activité antibactérienne chez ’espéce E.faeciumisolée a partir de différents
fromages artisanaux contre Listeria monocytogenes, Bacillus cereus et Staphylococcus. sp et
son absence vis-a-vis les bactéries a Gram négatif dont E.coli.

Dans notre point de vue I’absence de ’activité antibactérienne des entérocoques
isolés peut expliquer la présence abondante des staphylocoques a coagulase négative
trouvée lors des analyses microbiologiques du fait que nos isolats n’ont pas d’effet
bactéricide sur 3 especes a Gram positif (Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis) et que généralement les Enterococcus faecium présentent une activité contre les
Staphylococcus. sp et S. aureus (FAVARO & al., 2013 ; ASPRI & dl., 2017).

Le nombre de souches isolés a minimalisé la probabilité de détecter I'activité
antibactérienne, vu I'absence de diversité des espéces d’entérocoques (12 isolats de la

méme espéce et donc la similarité de métabolisme).
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Conclusion générle

Le lait et les produits laitiers constituent une grande valeur nutritive en raison de
leur richesse en protéines, calcium et vitamines. Les produits laitiers sont un résultat de Ia
nécessité de conserver le lait et d’améliorer ses qualités organoleptiques, et donc a travers
le monde existe plusieurs recettes typiques a leurs régions en se basant sur sa flore, sa

faune et son climat.

L’Algérie est un pays vaste avec une diversité géographique et culturelle, a cet effet
il existe une gamme importante de produits artisanaux ou leur dénominations et processus
de fabrication different d’une région a une autre, on cite a titre d’exemple : le Rayeb, le

Lben, Le Smen, le Bouhazza, la Klila et le Jben.

La wilaya de Naama est une région agropastorale riche en produits terroirs de
différents natures qui sont typique a sa nature et son climat afin de valoriser un de ces
produit le Jben (fromage frais traditionnelle) on a poursuit cette étude dans le but d’avoir
sa labélisation et commercialisation réglementaire dans le future proche en s’appuyant sur

deux plan:

» Essayer de dresser une fiche signalétique dans le but de la valorisation de ce produit

terroir (sur le plan physicochimique et microbiologique).

A travers les résultats des analyses physicochimiques obtenus il en ressort que le Jben est
un fromage acide (4,80 a 4,98), un taux en acide lactique entre 6.3 et 6.5 g/L et une teneur

en eau élevée 66,41 a 71,05% ce qui prouve qu’il fait partie des fromages frais.

L’investigation microbiologique a révélé un niveau de contamination un peu élevé,
constitué principalement de la flore mésophile totale (4,69x10%a 6,59x10* UFC/g) suivie par
les coliformes fécaux d’une moyenne de 4,3x10% UFC/g, des coliformes totaux (moyenne
de 0,47x10%), avec I’absence totale des Staphylococcus a coagulase positif, les anaérobies
sulfito-réducteurs, les levures et moisissures et la présence des salmonelles sur la moitié

des échantillons analysés.

» Tenant compte de la typicité du produit, nous avons essayé de voir les potentialités
biologiques des entérocoques isolés a partir de cette matrice pour évaluer leurs

probables actions antibactériennes.

Rage 6/



Conclusion générle

12 souches a Gram positif et catalase négatif ont été isolés, d’apres I'identification
biochimique ces souches appartiennent a I’espace E. faecium avec des pourcentages
variables entre 99,4% et 98,1%. Tous les isolats ont révélés une activité antibactérienne
négative vis-a-vis des bactéries a Gram positif et E.coli a Gram négatif. Le screening de
I’activité antibactérienne mérite une investigation plus poussée nécessitant la présence

des moyennes nécessaires a un bon déroulement de I’évaluation.

A propos des perspectives futures pour la continuation et le développement de ce

travail :

+ Etude approfondie du profil microbiologique du Jben, et la recherche
d’autres germes pathogeénes trouvés dans les produits laitiers.

+ Intégration des produits artisanaux dans la réglementation algérienne.

+ Valorisation et investissement des produits terroirs par isolement des
starters typiques de la région et les commercialisés.

+ Elargir le nombre des échantillons et des isolats pour permettre d’établir
toutes les corrélations possibles.

+ Utiliser d’autres techniques pour tester I'activité antibactériennes des
isolats.

+ Tester I'activité antifongique des entérocoques isolés.

+ |dentification moléculaire et plus approfondies d’E.faeacium isolés pour

confirmer leurs identités.
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Annezes




Annexes A (Quelques matériels utilisés)

Centrifugeuse Gerber

Balance

Etuve




Annexe B « milieux de culture »

Bouillon BHIB (Brain Heart Infusion Broth)

Protéose-peptone 108
Infusion de cervelle de veau 12,58
Infusion de coeur de boeuf 58
Chlorure de sodium 58
Phosphate disodique 28
Glucose 2g
Eau distillée 1000ml

PH 7,4. Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

Bouillon MRS (Man Rogosa et Sharpe)

Polypeptone 108
Extrait de viande 108
Extrait autolytique de levure 58
Glucose 208
Tween 80 1ml
Phosphate dipotassique 2g
Acétate de sodium 58
Citrate d’ammonium 2g
Sulfate de magnésium 0,208
Sulfate de manganese 0,058
Eau distillée 1000ml

pH 5,7 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min



Peptone
Chlorure de sodium

Phosphate disodique

Eau peptonée tamponnée (EPT)

Phosphate monopotassique

Eau distillée

pH 7,2. Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

Peptone

Extrait de viande

Extrait de levure
Glucose

Tween 80

Phosphate dipotassique
Acétate de sodium
Citrate triammonium
Sulfate de magnésium
Sulfate de manganése

Eau distillée

pH 6,2 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

Gélose MRS (Man Rogosa et Sharpe)

20¢g
58
98

1,58

1000ml

108
108
58
208
1ml
28
58
28
0,208
0,058

1000ml



Gélose M17

Peptone de caséine

2,508
Peptone de viande 2,508
Peptone de soja 58
Extrait de levure 2,508
Extrait de viande 58

Lactose 58
Glycérophosphate de sodium 198
Sulfate de magnésium 0,258
Acide ascorbique 0,508
Agar 158
Eau distillée 1000ml
pH 7,2 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.
Gélose CATC (Citrate Azide Tween Carbonate)
Peptone de caséine 158
Extrait de levure 05g
Potassium KH2PO4 06g
Citrate de Sodium 05g
Tween 80 1ml
Agar 158
Eau distillée 1000ml|
pH 7 +/- 0,2 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.
Solutions ajoutées
Carbonate de Sodium 28

TTC 0,18



Azide de Sodium

0,48
Stérilisation des solutions par filtration.
Gélose Muller-Hinton

Extrait de viande 2g
Hydrolysat acide de caséine 17,58

Amidon 1,58

Agar 108
Eau distillée 1000ml

pH 7,4 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.
Gélose de Columbia au sang

Peptones 238
Amidon 18
Chlorure de sodium 58
Agar 108
Sang soml

pH 7,3 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min le milieu de base.

Aprés refroidissement du milieu de base ajouter le sang défibriné stérile dans une zone
stérile.

Gélose a l’esculine

Peptones 108
Esculine 18
Citrate de fer ammoniacal 1g
Agar 158
Eau distillée 1000m|

pH 7,5 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min



Coloration de Gram

La coloration de Gram a été effectuée selon le protocole décrit par PRESCOTT & al., 2003.
1. Déposer une goutte d‘eau physiologique stérile sur une lame bien propre

2. Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d‘eau, strier et sécher par

passage rapide sur la flamme d‘un bec benzene

3. Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60 secondes

4. Laver l‘excés du colorant avec de I‘eau distillée

5. Couvrir de Lugol pendant 30 secondes

6. Laver a I‘eau distillée pendant 5 secondes

7. Rincer immédiatement le frottis avec I’alcool en inclinant la lame et par goutte a goutte
Jusqu‘a disparition compléte de la coloration violette

8. Laver a I‘eau distillée pendant 5 secondes

9. Couvrir avec de la fuschine pendant 15 secondes

10. Laver a l‘eau distillée pendant 10 secondes

11. Déposer une goutte d‘huile a immersion sur le frottis et observer au microscope a un
fort grossissement. Les cellules Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent
bleues violettes en apparence, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent

distinctement rosatres.



