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INTRODUCTION



Introduction

Dans les conditions de sécheresse extréme et equmale paturages, contrairement
aux autres animaux, les femelles des dromadatamélus dromedarijsdésignées ci-
dessous par “chamelles”, sont capables de preduir lait de trées bonne qualiféagil,
1982,). Knoesst al. (1986)ont rapporté que la production journaliere de Vaite entre
3,5 et 35 litres par animal, selon les saisonakmientation.

Les études entreprises sur ce lait ont porté swoiaposition et les caractéristiques
physico-chimiques, en comparaison avec le laitatshg ainsi que sur les potentialités de
transformation en produits dériv@isarah, 1993).La préoccupation majeure des laitiers et
technologues est de pouvoir transformer le laitcdamelle en produits laitiers dérivés
présentant une consérvabilité satisfaisante. Aoae, je lait de chamelle est consommé

souvent cru pour des raisons thérapeutiques.

La transformation de ce lait nécessite, entre autw@e bonne connaissance de sa
microflore microbienne comme les bactéries du géBaeillusthermorésistantes sporulées
qui restent peu décrite dans la littérature, ceayele bactérie présente des intéréts dans la

production laitiere et parfois chez les consomnrateu

Dans la présente étude nous avons tenté a casact@t identifier les différentes
souches ddacillus sporulés présentent dans le lait de chamelle Hecde différentes

régions du sud Algérien a I'aide des galeries diidieation API50CHB.

Pour atteindre notre objectif, nous avons partagewire travail en trois parties. La
premiére partie représente quelques notions egéeéralités sur le genr®acillus La
deuxieme partie décrie les différentes techniguesné&hodes utilisées pour isoler et
identifier phénotypiqguement ces bactéries. Danstroisiéme partie, nous exposerons les

résultats de cette recherche.
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1- COMPOSITIONS DU LAIT DE CHAMELLE

Les publications faisant mention de maniére coraptit la composition du lait de
chamelle sont relativement rares: beaucoup d'irddons apportées par ['étude
bibliographique sont souvent imprécises et fragaiesg. Aussi nous n‘avons regroupé
dans le tableau 1 que les données qui nous soatuggpcomme les plus significatives,
certaines d'entre elles figurent déja dans leshegets faites sur le sujet par différents

auteurq'Yagil, 1982),nous les avons complétées par les apports rédedslittérature.

L'analyse des résultats (tableau 1) montre uneedigm assez large dans les valeurs des
principaux composants du lait de chamelle. Cetterdité est vraisemblablement liée a des
facteurs génétiques relatifs a I'aptitude laitigrepre a chaque race de chamelle, elle est
eégalement consécutive a I'hétérogénéité des olsersyaui ont été faites sur des animaux
se trouvant dans des situations trés diversifiéeplan physiologique et alimentaire. Il a
été en particulier clairement démontré que la piova d'eau, établie de maniére
expérimentalgYagil et Etzion, 1980; Yagil etal., 1986)ou consécutive aux variations
climatiques saisonnierg&noess etal., 1986) contribue a faire chuter trés sensiblement
les teneurs de tous les composants de la matiéhe.skeur valeur moyenne calculée par
compilation des résultats analytiques publiés @alll) montre que le lait de chamelle est

légerement plus pauvre que le lait de vache.

Tableau 1-Composition du lait de chamelle

eau | matiere| lactose| matiére| matiere |cendres
séche grasse | protéique

lait 87,37 12,63 4 62 3,70 3,45 0,74
dromadaire

lait vache | 87,20 12,80 4,80 3,70 3,50 0,80




2. TAXONOMIE DE BACILLUS

Le genre deBacillus établi en 1872 par Ferdinand Cohn, appartient damaille
Bacillaceag I'ordre des BacillalesBacillaleg, la classe des bacilleBdcilli) (Claus et
Berkeley, 1986).

3. CARACTERISTIQUES DU GENRE DE BACILLUS

Les caractéristiques de ce genre sont tres vasialeslles montrent un éventail de
propriétés de croissance, de psychrophile a thdnitgopt d'acidophile a alkalophile. La
température optimale de la croissance est comprite 30° a 37°Qour la plupart des
Bacillusy comprisles mésophileset de 45°C a 75°@our les thermophiles et de -5°C a

2°C pour quelquesBacillus psychrophilegGordon, 1989).

Les espéces du genBacillus appartient au groupe des bactéries Gram posiiéfs e
peuvent survivre a des pH s’étalent de 2 a 14e eléveloppent en conditions aérobies ou
anaérobies facultatives selon les espéCisus et Berkeley, 1986)Leurs capacités de
former des spores est l'une des caractéristigggaus importantes des membres du genre
Bacillus (Gordon etal., 1973).

Les espéce Bacillus peuvent étre divisée en trois larges groupes basés sur la
morphologie de spore et le gonflement de sporatg@e@qu2)(Smith et al., 1952 ;
Gordon etal., 1973).

Le groupe 1:

Ce groupe produit un ellipsoide central ou termioal spores cylindriques qui ne
dilatent pas les sporanges. La cellule végétaite d pumdu long (Kramer et Gilbert,
1989 ; Tumbull etal., 1990)

Le groupe 2

Les Membres de ce groupe sont a Gram-variablatedes sporanges gonflés avec des

spores d’ellipsoide centrales et parfois terminales



Le groupe 3

Ce groupe est le plus fastidieuxikegst plus facile a distinguer leur morphologiesqu
d’autres especes dBacillus Leurs spores sont localisées dans les sporangeffeg
(Gordon, etal., 1973 ; Smith, etal., 1952 ;Tumbull et Kramer, 1991 ;Tumbull etal.,
1990).

Tableau 2 -principales espéces dacillus et leurs type respiratoire selon leurs groupes
d’apres(Smith etal., 1952)

Especes Groupe Type respiratoire
B.subtilis 1 AS
B.licheniformis 1 AA
B.pulimus 1 AS
B.cereus 1 AA
B.megaterium 1 AS
B.coagulans 1 AA
B.firmus 1 AS
B.lentus 1 AS
B.anthracis 1 AA
B.polymyxa 2 AA
B.macerans 2 AA
B.circulans 2 AA
B.brevis 2 AS
B.alvei 2 AA
B.sphaericus 3 AS
B.pasteuri 3 AS

AA : Aéro-Anaérobie facultatives
AS : Aérobie stricte



L’espéce B. cereusest la plus connue dans ce genre. Elle peut sdogperau-dessus
de température de 5°C au 55°C. Elle se caract@aseune température optimale de
croissance au tour de 28°C a 35°C et une gamnpéldgtimum compris entre 5(%an
Netten et Krarner, 1992).SelonVaisinen etal. (1991),il est tres difficile de différentier
entre les especes dacillus par les caracteres morphologiques et biochimiques
especedB. mycoidesB. thuringiensiset B. anthracissont considérées comme variantes
plus proche auB. cereuset il est difficle de les différencier par les pr@étés
physiologiqguegSommerville et Jones, 1972; Tumbull et Krarner, 191; Drobniewski,
1994) CependantB. cereusB. anthracis B. mycoidest B. thuringiensissontclassé en
tant qu'espece distincte parce que leur pathodgérsiax étres humains et aux animaux sont

différentes de I'un a l'autre.

B. cereusest activement motile, fortement hémolytique epreduit pas des colonies
rhizoidale ou cristaux d'endotoxirt®. cereuset B. anthracis sont presque identiques sur
le plan génétiquéAsh etal., 1991). B. cereugpeut étre différencié des autres especes du
genreBacillus par sa sensibilité a la pénicilline et a sa lyseyabactériophage de type

gamma.

De plus, IeB. anthracispeut également étifférentiée deB. cereusetB. thuringiensis
par analyses d'acide grésaneda, 1967 ; Kaneda, 1968; Lawrence el., 1991).Les
endotoxines produites exclusivement par Be thuringiensis sont employé pour le

différencier des autres espéces du geBaeillus.

4. PATHOGENICITE D’ESPECES DE BACILLUS

Les especesB. cereuset B. anthracisont été longtemps considérés comme les plus
pathogeneg§Tumbull et Kramer, 1991 ; Drobniewski, 1994 ; Jackonet al., 1995) Les
autres especes, y compBsthuringiensis, Bicheniformiset B. subtilisont été également
identifiés comme agents de toxi-infections alimeeta(Tumbull et Kramer, 1991 ;
Drobniewski, 1994 ; Jacksoret al., 1995).

4.1.Bacillus cereus
Plusieurs cas de toxi-infections alimentaires smtensées suite a lingestion des
cellules deBacillus cereus (>18UFC/ml) ou leurs toxines. Elle provoque deux types

d’infections.



4.1.1. Infection gastro-intestinal

Ce type d'infection est du a I'ingestion de l'ursdieux toxines produites pBrcereus:

toxine de diarrhée et toxine émeétiq(delling etal., 1976).

A. Toxine diarrhéique

L'entérotoxine de diarrhée aste protéine thermolabile de poids moléculaires®ekD
et un point isoélectrique de 4.9. La toxine estdpi® a la phase exponentielle de
croissance des cellules a une température optierdte 32°C a37°C (Gilbert, 1979 ;
Adams et mousse, 1995).

Thompson etal. (1984)constate que la toxine est composée de praigtines de poids
moléculaires de 43 kDB9kD et 38 kD. Les plus grandes et plus petitesépres n'ont
aucune activité toxique. Selon le méme auteur,ti@s protéines ne sont pas toujours
produites et I'estimation de leur poids moléculaiest sensible aux différentes méthodes
utilisées. En effetGranum et al. (1993) ont montré aussi que la toxine diarrhéique se
compose de trois protéines mais de poids molé&eutkiferents 48kD ,40kD et 34 klis
ont montré aussi que la protéine de poids moléeulaioyen c'est-a-dire de 40KD est

douée d’'une activité toxinogene.

L’entérotoxine diarrhéique est détruite par unepdarcuisson a température de 56°C
pendent 5 minutes. Elle peut s’inactiver a un pldspacide (<4) ou Basique (>11)
(Kramer et Gilbert, 1989). La toxine peut également étre dégradée par laipepla
trypsine et la chymotrypsin&ranum et al., 1993).

La durée de période d’incubation est environ 8 ddires suite B consommation de
la nourriture contaminée paB.cereus. Elle se caractérise par des symptdmes
principalement de diarrhée et douleur abdominaldeeemps en temps vomissement. Ces
symptémes disparaissent apres 12 a 24heurs

B. Toxine émétique

La manifestation émétique le plus t6t documentées dlarganisme étadans la grande



Bretagne en 1971. Cependant, la toxine émétiqse pées bien caractérisée . La toxine est
produite a la fin de la phase exponentielle ou @Hase stationnaire de croissance des
cellules a la température optimale de 25 @G0°C (Adams et Moss, 1995)La toxine
émétique est un peptide nommeé le "cereulidajata, etal., 1994).Le poids moléculaire
de cette toxine est moins d@ KD. Il résiste aux conditions de tube dige€dhinagawa
etal., 1994, 1996 ; Mikamiet al., 1995).

La toxine est fortemerthermostable, elle résiste a une température deCl@éndant
90 minutes, a des pH compris entre 2B et a l'action des enzymes protéolytiques

notamment la trypsine et la pepsifigheset al., 1988 ; Tumbulletal., 1990).

Le syndrome émétique a une période d'incubationdmes plus courte de (1-5 h) que
celle de toxine diarrhéiqu@-16 h)(Tumbull, etal., 1990 ; Drobniewski, 1993).

Les symptoémes plus prédominants sont la nauséeissement, douleur abdominal,
crampes et diarrhée, qui sont similaires a ceuXint®xication due auStaphylococcus

aureus(Tumbull etal., 1990 ; Adams et mousse, 1995).

4.1.2. Infections Non-gastro-intestinales

Les infections deB. cereusont été documentées depuis le début du siecle geaté
(Doyle et al., 1985 ; Drobniewski, 1993 ; Kramer et Gilbert, 192) & savoir les
infections locales, infections respiratoires, imif@es du systéme nerveux central
(Johnson, 1984 ; Tumbull et Kramer,1991 ; Drobniewld, 1993).Ces infections causées
par B. cereussont associées a l'interaction des enzymes membearextracellulaires (la
phospholipase C, cereolysin et un cytolysin thestadale) avec les toxingSliman et al.,
1987; Beecher et Macmillan, 1991 ;Granum, eal., 1993).Par exemple, le complexe
d'enzymes (cereolysin AB) présent un pouvoir cyigie (Gilmore et al, 1989 ; Beecher
et Macmillan, 1991 ;Granum, 1994)

4. 2. Autres especes deacillus

La B. anthracis(photol)est un microbe pathogéne qui infecte les animaueseétres
humaingTumbull et Kramer, 199 1; Ezzell et Wilhelmsen, 293).



Photol- Morphologie ddB.anthracis

Les espéceB. licheniformis B. subtilis B. pumiluset B. brevisont été isolées a partir
de lait et produits laitiers et identifiées comme agentssabts de certaines maladies
humaineqTumbull et Kramer, 1991). Le Cas dé. licheniformisprésent des syndromes
d'intoxication alimentaire semblables aux syndromesliarrhée provoqué pBr. cereus.
La B. subtilis produit un syndrome émétique aigiikramer et Gilbert, 1989;
Drobniewski, 1993).

Les espéces Bhuringiensis, B. popiiliae, B. sphaericus, B. kesyet B. lentimorbus
sont considérées comme microbes pathogénes dérn@echbull et Kramer, 1991). B.
thuringiensisest le plus extensivement employé et intensiveréemtiée en microbiologie
d’insecticide. Beaucoup d'essaisvivo etin vitro ont été effectués pour assurer la sireté
des champs de récolte par pulvérisation de cesasrgas, mais des récents observations
indiquer que les deuB. thuringiensiset le B. sphaericugpeuvent causela maladie
humaing(Ray, 1991; Drobniewski, 1994).

Certaines espéces @ thuringiensispeuvent produire des entérotoxines diarrhéique
similaire a celles produites pBrcereugRay, 1991 ; Jacksoret al., 1995 ;Mikami, etal.,
1995)



5. IMPACT DE B. CEREUSEN PRODUITS LAITIERS

La présence dB. cereusdans le lait pasteurisé et d'autres produitselaitiest un
commandant souci de l'industrie laitiere puisqueolatamination du lait par cet organisme
peut mener a la détérioration et des problémes (detés alimentaire. Lepropriétés
génératrices et psychrotrophiques de spores pemiedtB. cereusd’accroitre et de
produire des toxines dans le lait pasteurisé artgpérature de réfrigérate(Wong etal.,
1988a; Christiansson eal., 1989).

5.1 Incidence deB.cereusen produits laitiers

L'incidence deB. cereusen produits laitiers est assez haute. En effefpalmcentage de
35% de lait pasteurise, 63% de lait en poudre, 88%ourriture pour bébés (basée sur le
lait) et 14% de glace simple se sont avérés ssuaNed. cereusaavec un hombre compris
entre 0.3 a 800 UFC/g ou rfhhmed et al., 1983 ; Wong.et al., 1988b ; Beckergt al.,
1994).

En plus des maladies causéesBaereus, ellest également responsable du I'écaillage
de lait pasteuris¢Stone et Rowlands, 1952 ; Billing et Cuthbert, 195 ;Overcast et
Atmaram, 1974).

5.2. Adhérence de spores d®. cereus

Les spores d®. cereussont tres adhésives sur des surfaces d'équiperaeaitelrie.
Ceci peut étre une autre raison de leur présenos lalait pasteurisé et contribuent
difficilement en contrdlant cette organisme. La amf® adhésive forte de spores est

principalement en raison de trois caractéristiqisner et Husmark, 1992).

a) leur hydrophobicité relativement haute.
b) basse charge extérieure a la spore.

¢) morphologie unique.



5.3. Caractéristique psychrotrophique deB.cereus

Les souches psychrotrophiquesBlecereusnt été isolées pour la premiére fois dans le
lait en 1969(Grosskopf et Harper, 1969).Les souches PsychrotrophiquesRleereus
peuvent se développer a les températures de lgéedtion commercialé<7°C). 50% des
especes entérotoxigenes peuvent se développer, B8&6% a 7°C dans 7 jou(Rusul
et Yaacob, 1995)Les études sur des souches psychrotrophiquBscgecusont indiqués
que la période de génération moyenne de ces omeasislans le lait est 17 h a 6°C
(Griffiths et Phillips, 1990). La plupart des espéces en lait peuvent prodesrdipases et
des protéases qui sont associés a une variété uaimaodts aussi bien que des défauts
physiques dans le la{Coghill et Juffs, 1979 ;Ahmedet al., 1983 ; Gilliland et al.,
1984).Elles peuvent produire des toxines pendant la saoise a basse température (6-
10°C) (Wong, et al., 1988 b ; Griffiths ,1990) La production de Toxine augmente avec
laugmentation de la température de 6 a 21@iffiths, 1990). La plupart des
psychrotrophes sont détruits par pasteurisatiaomoahalement ne sont pasn probléme
sérieux(Gilliland et al., 1984).

Cependant, leurs enzymes extracellulaires (desdgat des protéases) sont, dans la
plupart des cas, anti-caloriques et ne sont pasiwégs par le procédé de pasteurisation
(Champagne efal., 1994).La présence des souches psychrotrophiqu@aeeusdans le
lait pasteurisé pempliquer de post-traitement de contamination germination des
sporeqGilliland et al., 1984)



CHAPITRE I

Matériels et Méthodes



La totalité de ce travail a été accompli danstetatoire pédagogique de I'université de

Laghouat.
1. ECHANTILLONNAGE DU LAIT DE CHAMELLE

Les échantillons du lait de chamelle utilisés duregite étude ont été récoltés de
différentes régions du sud de I'Algérie. Le tabl@ateprésente leurs origines et leurs

natures. Les échantillons du lait prélevés sontiusrmans des bouteilles cachetées.

Tableau 3-Différentes échantillons et leurs origines et negur

Origine Nature
Echantillon O Laghouat cru
Echantillon 1 Laghouat cru
Echantillon 2 Ghardaia pasteurisé
Echantillon 3 Ain-Amenas cru

Les échantillons ont été amenés au laboratoire daesglaciere a 4°C dans leur

conditionnement d’origine.

2. ISOLEMENT DE SOUCHES DE BACILLUS AEROBIES SPORULEES

L’isolement desBacillus aérobies sporulés est basé sur la sélection theemiles

cellules thermorésistantes en conditions d’aér@sios

2.1. Préparation des échantillons et traitement thenique

Un volume de 10ml de chaque échantillon a été dwitodans des tubes stériles puis

apporté au bain marie a 80°C pendant 10min.

Aprées traitement thermique, un volume de 1 ml duda chamelle traité a été prélevée
stérilement puis dilué dans 9 ml d'eau physiologiggtérile. Ensuite, des dilutions
décimales ont été réalisées a partir de la prendgidugon jusqu’a la troisieme dilution.

Les tubes doivent étre agités avant chaque prélévem



2.2. Dénombrement et isolement deBacillus

Un volume de 500 pl de chaque dilution a été &alésurface de la gélose Miller
Hinton coulée dans des boites de Pétri de 90mmbab#ss de Pétri ensemencées ont été
laissées sécher pendant 10 min puis incubées agttdant 24 heures.

Apres incubation, le nombre de colonies expriméU&C/ml a été estimé suivant la
normeAFNOR, (1996).

yC

V(n+0,1np) d

D'ou :

> . C est la somme des colonies comptées sur urte befenue des dilutions
effectuées ;

V : est le volume de I'inoculum appliquéhaque boite, en millilitres;

A : est le nombre des boites retenues a la preahiaten;

n : est le nombre des boites retenues a la secdntierg

d : est le taux de dilution corresporidala premiere dilution retenue.

2.3. Isolement et purification

A partir des boites dénombrées, les colonies repperer I'isolement sont les colonies
dont I'aspect colonial est différent pour le mérobantillon.

La purification des souches consiste a prélevdisagpuis ensemencé en strie suivant la
technique de cadrant comme le montre la figurelpuadfication a été répétée deux fois
sur le méme milieu d’isolement.



Figure 1- Schéma représentatif de I'isolement par technapgecadrans
2.4. Test de confirmation de la pureté

Pour confirmer la pureté de souchesBieillus isolées, nous nous somme basés sur
I'observation macroscopique des colonies, I'obsBrmamicroscopique apres coloration de
Gram. La recherche de catalase consiste a confitenghenticité de groupe d@acillus

sporulé.
3. CONSERVATION DES SOUCHES DEBACILLUS

La conservation de souche Bacillus a été effectuée en double sur gélose nutritive

inclinée a 4°C.
4. IDENTIFICATION BIOCHIMIQUE PAR GALERIE API50CH B

La procédure utilisée pour I'identification de shas deBacillus est celle décrite par le
fabricant Biomerieux. Le test consiste a étudidefanentation des 49 sucres présents dans
les cupules de la galerie AP1 50 CHB. APl 50 CHBusSsystéme standardisé associant50
tests biochimiques permettant I'étude du métabelistes hydrates de carbone des
microorganismes. La galerie API 50 CH est constittie 50 microtubes permettant I'étude
de la fermentation de substrat, appartenant anfdléades hydrates de carbone et dérivés
(hétérosides, polyalcools, acides uroniques). Lgsules de fermentation sont inoculés
avec API 50 CHB Medium qui réhydrate les substdtgant la période d’incubation, la
fermentationse traduit par un changement de couttans les cupules, di a une production

d'acide en anaérobiose réveélée par l'indicatepitdu milieu choisi.



4.1. Préparation des pré-cultures et I'inoculum

Les pré-cultures dBacillus ont été préparées a partir de milieu de BHI putsibées a
37°C pendant 24heures. Les pré-cultures récupérdéesubi une centrifugation a 40009
pendant 20min. Ensuite, les culots ont été récgppués lavés trois fois (aprés chaque
centrifugation) a I'eau physiologique.

Enfin, le culot lavé est suspendu dans le milieu AB CHB commercialisé par

Biomerieux.

4.2. Inoculation des plaques API 50CHB

Apres la préparation des galeries APl 50CHB, uuw@ de 100l a été introduit dans
les cupules. La préparation des plaques consisipaitir 10ml d’eau distillée stérile dans

les alvéoles du fond pour créer une atmospheredaimi

Ensuite, les plaques ont été incubées a 37°C.

4.3. Lecture des résultats

La lecture des galeries a été réalisée a des tdimzsibation définis (24 et 48). Les
résultats ont été notés sur la fiche de résulfapsré?). Les tests a considérer positif sont
les tests présentant un virage de couleur traguit’acidification du milieu de rouge au
jaune a l'exception de test esculine traduit pavilage du rouge au noir. Le profile

biochimique deBacillusest interprété par APl web TM.

Figure2 -Représente la fiche de résultats de la galerientification API5S50CH



Tableau 4Représente les différentes substrats existent @snsupules de la galerie

APIS0CHB
cupule| Test Composants actifs QTE| cupule| Test Composants actifs QTE
(mg/cup.) (mg/cup.)
0 TEMOIN - 25 ESC ESCuline 1.16
1 GLY GLYcérol 1.64 26 SAL SALicine 1.04
2 ERY ERYthritol 1.44 27 CEL D-CELlobiose 1.32
3 DARA D-ARAbinose 14 28 MAL D-MALtose 1.4
4 LARA L-ARAbinose 14 29 LAC | D-LACtose (origine bime) 1.4
5 RIB D-RIBose 14 30 MEL D-MELibiose 1.32
6 DXYL D-XYLose 14 31 SAC D-SACcharose 1.32
7 LXYL L-XYLose 14 32 TRE D-TREhalose 1.32
8 ADO D-ADOnitol 1.36 33 INU INUline 1.28
9 MDX | Méthyl-RD-Xylopyranoside 1.28 34 MLZ D-MéLéZitose 1.32
10 GAL D-GALactose 1.4 35 RAF D-RAFfinose 1.56
11 GLU D-GLUcose 1.56 36 AMD AmiDon 1.28
12 FRU D-FRUctose 14 37 GLYG GLYcoGeéne 1.28
13 MNE D-MaNnosE 14 38 XLT XyLiTol 14
14 SBE L-SorBosE 14 39 GEN GENTtiobiose 0.5
15 RHA L-RHAmnose 1.36 40 TUR D-TURanose 1.32
16 DUL DULcitol 1.36 41 LYX D-LYXose 14
17 INO INOsitol 1.4 42 TAG D-TAGatose 14
18 MAN D-MANnNitol 1.36 43 DFUC D-FUCose 1.28
19 SOR D-SORbitol 1.36 44 LFUC L-FUCose 1.28
20 MDM | Méthyl-aD-Mannopyranoside 1.28 45 DARL D-ARabito 14
21 MDG | Méthyl-uD-Glucopyranosidg  1.28 46 LARL L-ARabitoL 14
22 NAG N-AcétylGlucosamine 1.28 47 GNT potassiurn@@NaTe 1.84
23 AMY AMYgdaline 1.08 48 2KG| potassium 2-CétoGlaete 2.12
24 ARB ARButin 1.08 49 5KG| potassium 5-CétoGlucenat 1.8




CHAPITRE I

Résultats et discussion



3.RESULTATS ET DISCUSSION

Le lait de chamelle est un lait de tres bonne tgiarganoleptique et nutritionnelle
(Yagil et al., 1980 ; Yagil, 1982 ; Yagil etl., 1984).Les propriétés physicochimiques
du lait de chamelle et sa salinité permettent lecién des souches plus intéressante sur le
plan technologique. Il est aussi servi comme algampar le consommateur contre

plusieurs pathologies.

L’analyse de la qualité microbiologique en termes lwhctéries sporulées aérobies
mésophiles(SAM) montre que le nombre de bactéries ne dépasse2pbas-C/ml et
90UFC/ml pour le lait pasteurisé et le lait crupesivement.

Le seuil de contamination en termes de bactériesbee mésophile régi par le
réglement Algérien ne dépasse pas ét03x1d UFC/mI pour le lait cru et pasteurisé
respectivementJOA, 1998).

Malgré que le nombre de bactéries SAM en UFC estdessous du seuil de
contamination régi par la norme Algérienne. Le nmnteut s’accroitre pour atteindre un
seuil de contamination présentant un potentiel damgpur le consommateur parfois

sensible (nouveau née, immunodéprimée....etc).

Ce risque peut influencer par les modalités diatiion et de transport (parfois dure une

journée a des températures optimale de la croiedzaxtérienne).

Les huit souches retenues sont sélectionnées lsefedgquence de leurs présences dans

le milieu d’isolement.

La présence de divers genres de bact&asllus (SAM) dans le lait de chamelle était
prévisible car des bactéries sporulées ont été&desidans la microflore de tous les laits
étudiés a savoir les travaux Kdalogridou (1992); Betsie efl. (1997) ; Magnusson edl.
(2007).

En effet, plusieurs travaux sur le lait de chamelt été réalisés sur la microflore.
Hadush etal. (2008) ; Alman et Molla (2000) ; Gadir etl. (2005) ; Abera etal. (2010)
ont isolé différentes souches responsable de masltiez la chamelle a savoir les

streptocoques, les staphylocoques;dii. ..

Les travaux ddésadir et al. (2005) et Hadush efl. (200§ montrent la présence de

Bacillusssp et notammemacilluscereus



Dans les échantillons du lait de chamelle, les rdek des souches sont de couleur
blanche avec une surface lisse et brillante, dendocirculaire, plate (photo2)(Lcl, Lc2,

Lc4 et Ltl) et bombée (Lc3). Alors que les coloniles souches présentent une couleur

blanc-créeme, une forme circulaire et plate (Lc ket Lt2).

s ————————
Photo2Aspect des colonies dacilluspurifie sur gélose nutritive

L’observation microscopique, montre que toutessesches ont la méme formes de
cellules bacillaire isolées et en chainettes. Ldambarrangement dépend de la nature du
milieu de culture et la technique d’étalement.

Comme le montre la photo 3, les cellules de la lseuccl isolés s’arrangent en
chainette présentant une endospore non déformanteatorée par le colorant de Gram.
Par contre, certaines souches présentent une emdssgentrale (Lc2, Lcl, Lc4 et Ltl),
d’autre subterminale (Lc3, Lc5, Lc6 et Lt2).

Photo3 : Observation des cellules @acillus Lc2 en microscope optique aprées coloration

de Gram(x100) a immersion

Huit souches d@acillus ont été isolées puis identifiée a I'aide de systé&ta galerie
API 50CHB (photo4). Toutes les souches identif@m# Gram positif et catalase positif.



Photo4 Représente la galerie APIS0CH apres 48heuresudiation.

Dans cette étude, la raison pour l'usage de laodétAP| 50CH est la fiabilité de cette
derniere pour l'identification des bactéries. Pantee, les méthodes d'identification
classiques sont moins fiableSelon Berkeley etal. (1984) ils étaient faciles d'identifier
des souches typiques des espéces communes paf thcblotome mais la difficulté était
rencontrée avec des souches atypiques ou intermesdi®our ces raison€ollins et al.
(1991) ont noté que les kits d'identification d'API| étdieplus fiables dans ces

circonstances.

Si, lors de la lecture de test, un test initialetrositif devient négatif, seul le résultat
positif sera pris en compte (il s'agit d'une atdalition due a la production d'ammoniaque

a partir de peptone).

L’identification de ces souches par galerie API50€bhduit a la sélection d'une
soucheB.megaterium(12,5%), quatre souches @dicheniformis(50%), une souche de
B.cereus(12.5%), une souche deaenibacillus mecerans(12,5%) et une souche de
B.lentus(12,5%). Une forte contamination du lait pRacillus licheniformis avec une



prévalence de 50%. Cette especes est peut étrenssdppe de plusieurs toxi-infections
alimentaire§Tumbull et Kramer, 1991 ; Drobniewski, 1994 ; Jackonetal. 1995).

La présence de ces contaminants peut étre expligaréleurs pouvoirs de résistance a
des températures trés élevée comme celles deitmrég sud, de matériels de récolte, de
conditions de vente. D’autres facteurs liés awtérags et leurs enzymes sécrétées a savoir
les lipases, protéase qui leurs permettent dersuoghill et Juffs, 1979 ; Ahmedet al.,
1983 ; Gilliland et al., 1984)).

Par ces tests, il est trés difficile de distinglesrespéces dgacillus spp parce qu’elles
appartiennent au méme groupe Blecillus subtilis et d’autres appartiennent au groupe
Bacillus cereus(Ash et al., 1991) En effet, entreB.megateriumet B.licheniformis,des
tests de distinction supplémentaires sont nécessasavoir le caractérdanaérobiose
(Erem et al., 2009. La plupart des especes @acillus different seulement par une
propriété biochimique donc l'identification biochiopie classique de ces espece est tres
difficile. Par exemple |8. subtilisetle B.pumilussont seulement distingués par hydrolyse
d'amidon.B. subtilis hydrolyser I'amidon alors que B. pumilus ne peut pas, ce qui
provogque une erreur dans l'interprétation de csaigseut donc changer l'identification
d'un isolat(Collins etal., 1991 ; Thompson eal., 1993).

Sorokulova etal. (2003)ont montré que ces deux bactéries sont respomissdbtecas

de détérioration des produits alimentaire et cestaas d’intoxication.

L’espécesBacillus cereusest connue aussi par leurs pouvoir pathodBeeker etal.,
1994) Plus récemment, 71% du lait pasteurisés commerctmt été rapportés pour

contenirB. cereusapres la pré-incubation a 30péndant 6 heurgJe Giffel etal., 1996).

L’espéce dePaenibacillus meceransest une bactérie ubiquitaire rencontrée en
abondance dans les s¢l8mmusk, 2003).Cela peut expliquer la présence de ces especes
dans le lait. Elle présente un effet microbiengs nremarquableSfngh etal., 2009).Elle
secréte des enzymes altérantes le(&itgh etal., 2009).B.lentusest une bactérie connu
par sa thermorésisatnce tres élevée isolée desumitie désert. Elle est responsable aussi
de plusieurs toxi-infections alimentairgg\rshnee, 2006). Elle présente un intérét
technologique trés important notamment sa capagt@roduit des enzymes d’amylase
(El-Aassar etal., 1992),dans l'agriculturé Abbasdokht et Gholami, 2010).



CONCLUSION



Conclusion

Au long de la chaine de la mis en consommationpteduits laitiers reste des produits
tres sensibles aux facteurs environnementaux nognne température. lls sont
considérés comme un milieu idéal pour toute croissamicrobienne. Le lait de chamelle
est I'un des alicaments moins étudiés sur le placrabiologique. Compte tenu des
modalités de transport et d'utilisation de ce pifdalles poussent les scientifiques
d’étudier la composition en flores d’altérationpethogenes du lait de chamelle. Plusieurs
travaux ont été entrepris par des chercheurs Agsrsur les bactéries lactiques isolées du
lait de chamelle a savoir Pr. KARAM d’universitéQian et son équipéKaram et

al.,2006)mais pas sur les bactéries sporulées.

Dans ce travail, nous avons étudie et de receresrflores sporulées aérobies
meésophiles majoritaires du lait de chamelle. La&idintes flores dénombrées ont été

isolées puis identifiees phénotypiqguement a l'aidegaleries API50CH.

Au total huit souches ont été isolées. L'identifica de ces souches par galerie
API50CH conduit a la sélection d’'une soudhiemegaterium (12.5%)uatre souches de
B. licheniformis (50%) une souche dB. cereus (12.5%)une souche dlaenibacillus
mecerans (12.5%8t une souche d&. lentus (12.5%avec une pourcentage de similitude
de 98% obtenus par le logiciel APl web Biomeridliensemble des ces bactéries présente

un risque pour les consommateurs que pour lesatglurs industriels.

Dans l'optique de ces résultats, le lait de chaanadiut véhiculer des bactéries sporulées

causant des dégats pour les acteurs de la filiere.

Comme perspective du ce travail, I'élargissemeritédentail des souches identifiees et
surtout les souches thermophiles envisagées. fade du travail, I'identification
biochimique est insuffisante, elle nécessite urenthelle identification génotypique a

savoir le séquencage de gene 16S.
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ANNEXES



Compositions du milieu Muller Hinton

- Beef infusion solides 2g/I

- Starch 1.5g/1

- Casein hydrosate 17.59/1

- Agar 179/l

- pH 7,3a25°C

Compositions du milieu gélose nutritive

- extrait de viande 1,0g/I
- extraitde levure  2.5g /I

- peptone 5,0g/l
- chlorure de sodium 5,0g /I
- Agar 15,0q/I
- PpH 7,0

Compositions de milieu de BHI

- Peptone de caséine 5qg/l
- Peptone de viande 69/
- Infusion cervelle cceur 69/l
- Extrait de levure 59/l
- Dextrose 29/

- Chlorure de Sodium  5.5¢/l
- Phosphate dipotassique 2.5g/I
pH 7,4 +/-0,2a425°C

Compositions de milieu API50CHB (10ml)

-Sulfate d’ammonium 29
-Extrait de levure 5@

-Tryptone (origine bovine/porcine) 19

-Phosphate disodique 822
-Phosphate monopotassique 0,12 g
-Solution d’oligo-€léments 10 mi
-Rouge de phénol Q17
-Eau déminéralisée 1000 m

-pH 7,4-7,8 a 20-25°C



Résumé :

Le lait de chamelle est I'un des alicaments moingliés sur le plan microbiologiqu
surtout la flore sporulée qui peuvent persistereades traitements technologiques
causée des soucis pour les utilisateurs induseielss consommateurs. La connaissg

e
et
nce

de la flore thermorésistante prédominante aideat#surs de la filiere dans la prise |de
décision pour éventuels scénarios. Dans ce contextgavail vise a recenser et identifier

la flore sporulée existante dans le lait de chané€latre échantillons différents de lait
chamelle ont été analysés au laboratoire. Le deuwsbntamination est faible montré par

niveau de 20UFC/ml et 90UFC/ml pour le lait padt#uret cru respectivement. Les
souches daacillus représentatives étaient isolées, purifiees puestifices a I'aide de¢

galeries d’identification APIS0CH. Les résultats mtrent la prédominance d
B.licheniformis avec 50% de prévalenc&.megaterium(12.5%), B.cereus (12.5%),
Paenibacillus mecerand.2.5%) etB.lentus(12.5%) avec un pourcentage de similitude
98%.

Mots-clés :lait de chamelle, bacilles, isolement, identificat galerie API50CH

Abstract:

The camel milk is one of the alicaments less studiethe microbiological level especial
the sporulated flora which can persist after tlobelogical treatments and caused truk
for the industrial users and the consumers. Thevledge of the prevalent heat-resisti

flora helps the actors of the sectors in the makiihdecision for possible scenarios. In thi

context, this work is to count and identify the stixig flora sporulated in the milk ¢
camel. 4 samples different of camel milk were anedlyat the laboratory. The threshold
contamination weak is shown by a level of 20UFCamd 90UFC/ml for pasteurized mi
and raw respectively. The representative strainBaafillus were isolated, purified the
identified using API50CH identification kits. Theesults show the prevalence

B.licheniformis with 50% of prévalenceB.megaterium(12.5%), B.cereus (12.5%),
Paenibacillus meceranfl2.5%) andB.lentus(12.5%) with a percentage of similarity
98%.

Key words: camel milk, bacilli, insulation, identificationatiery API50CH
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