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Résumé 

Le lait camelin se distingue des autres laits  par la présence d’un système protecteur 

très puissant, lié à des taux relativement élevés en lysozyme, en lactoperoxydase, en 

lactoferrine, en composant-3 des protéose- peptones (PP3), en acides organiques, en peroxyde 

d’hydrogène et en bactériocines produites par les bactéries lactiques. L’étude  s’inscrit dans ce 

cadre et consiste à étudier d’une part,  l’activité antibactérienne  des bactériocines (type 

nisine) produites par une souche lactique isolée à partir de lait camelin ensemencé sur milieu 

M17, à l’égard d’une autre souche, pathogène isolée à partir d’un échantillon de lait, sur le 

milieu sélectif de Chapman et d’autre part, à évaluer son importance  par rapport au système 

protecteur. Parallèlement une étude comparative a été effectuée avec le lait bovin. Des 

examens macroscopiques, microscopiques, ainsi que des tests physico-chimiques et 

biochimiques ont permis d’identifier la souche lactique productrice de nisine, comme étant 

une souche de Lactococcuslactissubsplactis. D’autres examens macroscopiques et  

microscopiques, ont permis d’identifier la souche cible, comme étant une souche de 

Staphylococcus aureus. Une optimisation des conditions de production de nisine, par la 

souche productrice isolée puis  purifiée par cinq repiquages successifs, a été réalisée. Pour se 

faire, nous avons procédé à la supplémentation du milieu M17 par du Glccose à 1% et /ou par 

des staphylocoques. 

         Les tests d’antagonisme  de la nisine à l’encontre de la souche cible par les méthodes  

des puits et des spots n’ont pas donné de zones d’inhibition. Le test des disques a permis au 

contraire, de mettre en évidence la présence d’antagonisme. Ainsi, les résultats obtenus sont 

de nature à indiquer que la production de nisine par les souches deLc  camelins est  plus 

grande en cas de stress de la souche, provoqué par addition de staphylocoques, pour une durée 

d’incubation de 18 h. De même qu’ils indiquent que la production cameline de nisine  est 

relativement  plus grande par rapport à celle bovine (Ø ZI = 8mm versus Ø ZI = 7mm). En 

relation avec la croissance, la production de nisine cameline semble  maximale (Ø ZI = 8mm)  

avec une  croissance minimale des Lc (pH 6 ,37). Un optimum de croissance des Lc camelins  

(pH 6,17) et un optimum de production de nisine (Ø ZI = 8mm) sont enregistrés pour  une 

durée  incubation de 24 heures,  

Mots clefs :Lait, chamelle, Lactocoques, nisine, Staphylocoque, antagonisme 

 



 

 
 

Abstract  

Camel milk is different from other milks by the presence of a very powerful protective 

system, linked to relatively high rates in lysozyme ,in lactoperoxidase, in lactoferrin, in 

component -3 of proteose-peptone (PP3), in organic acids, hydrogen peroxide and 

bacteriocins produced by lactic acid bacteria. The study falls into this contextand is to study 

the one hand, the antibacterial activity of bacteriocins (nisin type) produced by lactic strain 

isolated from camel milk inoculated in M17 medium, againstanother strain, with is pathogen 

and isolated from a sample of milk, on the selective medium of Chapman and on the other 

hand, to evaluate its relative importance to the protective system. At the same time a 

comparative study was performed with bovine milk. Macroscopic and microscopic 

examination, and physicochemical and biochemical tests have identified the lactic strain 

producing nisin, as a strain of Lactococcus lactis  subsplactis . Other macroscopic and 

microscopic examination, have identified the target strain, as a strain of Staphylococcus 

aureus. An optimization of nisin production conditions, by   the producing strain isolated and 

purified by five successive subcultures, was performed. To do this, we performed 

supplementation of M17 medium with1%   Glccose and / or staphylococci. 

Tests of antagonism of nisin against the target strain by the methods of wells and spots 

did not giveinhibition zones. On the contrary, the discs test allowed, to highlight the presence 

of antagonism. Thus, the results are likely to indicate that the production of nisin by Lc camel 

strains is larger in case of stress of the strain, caused by the addition of staphylococci, for an 

incubation period of 18 h. Also they indicate that the production ofcamelinenisin is relatively 

higher compared to bovine (Ø = 8mm versus ZI Ø = 7mm). In relation to the growth, 

production of camelinenisin appears maximum (ZI = Ø 8mm) with a minimum growth of Lc 

(pH 6, 37). An   optimum growth of camels Lc (pH 6.17) and an optimum production of nisin 

(ZI = Ø 8mm) are registered for a period of incubation of 24 hours. 

 

Keywords: Milk, camel, lactococcocus,nisin, Staphylococcus, antagonism 

  

 

 

 



 

 
 

 

 ملخص

معد.ت عالية نسبيا  باحتوائه على تبطمرجدا ، ينظام حماية قووجود بالحليب ا�خرى   أنواعالنوقمقارنة مع  حليب يتميز 

ا�حماض ) PP3( 3- لا، )lactoferrine(اللكتوفرين،)lactoperoxidase(اللكتوبروكسيداز، )lysozyme(من الليزوزيم

درج في ھذا تنالدراسة  ه ذھ .ال=كتيكيةبكتيريا المنتجة من طرفالbactériocinesوال  العضوية، بيروكسيد الھيدروجين

بكتيريا منال التي تنتجھا س=لة)nisineنوع ( bacteriocinsللفھي من جھة تدرس النشاط المضاد السياق 

و معزولة من عينة من الحليب ، ضارة، ضد س=لة أخرى ،  M17وسط معزولة من حليب النوق فيال=كتيكيةال

في الوقت . لنظام الحماية ةالنسببطا النشاذھ أھميةومن ناحية أخرى ،تقيم )milieu Chapman(مزروعةفي وسط خاص

، الفحص بالعين المجردةوقد حددت اختبارات الفحص المجھري و. مقارنة مع حليب البقربال دراسةھده ال إجراءمتنفسه 

 من أنھا، (nisine)نزينللالمنتجة س=لة نوع الالبيوكيميائيةو ئيةالفزيوكمياختباراتا.و

 س=لةنوع ال ، حددت و بالعين المجردةأخرٮمجھرية اختبارات أنكما . lactissubsplactisLactococcusنوع

أجري تحسين قد و. )Staphylococcus aureus( عنقودية ذھبيةمكورات  أنھاالمستخدمة في اختبار النشاط المضاد على 

مكم=ت بإضافة لكذو متتاليةمراتخمسة لالنقلمعزولة والمنقاة عن طريقال س=لةطرفال ، من nisineلالمثالية  نتاجاTظروف ل

 .M17للوسط ذھبيةال عنقودية المكورات الأو)%1(من الجلوكوز

 puitsباستعمال اختبار)Staphylococcus aureus(ضد الس=لة المستھدفة   (nisine)(نزينلل النشاط المضاداختبارات 

spots etمناطق كبح  يعطي لم(zones d’inhibition)  ا�قراصاختبارعلى العكس)disques(،وجود اثبت  الذي

zones d’inhibition .النتائج تشير إلى أن إنتاج أيضا ،nisine ال=كتيكية المعزولة من حليب النوقيكون بكتيريا البواسطة 

كما أنھا تشير إلى أن . ساعة 18 مدتھاالتي تحدثھا إضافة العنقوديات ، لفترة حضانة  المنتجة  س=لةالأكبر في حالة توتر

المنتجة من طرف   nisineمرتفع نسبيا بالمقارنة مع لحليب النوق ال=كتيكيةمن طرف البكتريا nisineإنتاج 

 nisineإنتاج فان   نمو بال للع=قةبالنسبة). Ø ZI = 7mm مقابل   Ø ZI = 8mm(ا�بقار ال=كتيكية لحليب البكتريا

تم تسجيل معدل نمو . Lc(pH 6 ,37)ال  مع الحد ا�دنى من لنمو  (Ø ZI = 8mm)حد له يظھر أقصى

فترة حضانة أثناء  nisine (Ø ZI = 8mm)واTنتاج ا�مثل لل (pH 6,17)مستخرجة من حليب النوقالLcــــللا�مثل

 .ساعة 24مدتھا

 

 نشاط مضاد، المكورات العنقودية ،  Lactococcocus،nisine،النوقحليب،:المفاتيحكلمات 

  

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introduction 



Introduction 

1 
 

Introduction  

Le  lait est un aliment indispensable pour la vie. Il constitue un produit de base dans le 

modèle de consommation algérienne. Malgré cela, la production laitière algérienne ne permet 

pas l’autosuffisance, car l’accroissement du cheptel arrive à peine à suivre l’évolution de la 

population (YAKHLEF,1989).Le lait représente  environ 22 % des importations alimentaires 

totales du pays (AMELLAL,1995).L’Algériereprésenteainsi, le deuxième importateur de lait 

et dérivés, après le Mexique.Une élévation de la croissance des importations laitières estimée 

à 57 % en moyenne par an,a été enregistrée entre 1996 et 2004 (SOUKI ,2009).Pour toutes 

ces raisons, l’Algérie a besoin de la moindre ressource en lait,en l’occurrence celle de la  

chèvre, de la brebis et de la chamelle particulièrement adaptée aux rudes conditions agro-

climatiques du Sahara. 

Le lait camelin, présente une composition en nutriments de base (protéines, lactose et 

acides gras) similaire à celle du lait bovin. En plus de cela, il se singularise par une teneur 

élevée en vitamine C (SIBOUKEUR, 2007) et en niacine (SAWAYAet al., 1984) .Le laitest 

unmilieu écologique renfermant une flore microbienne qui présente  des caractéristiques 

importantes pour sa protection, sa fermentation.... Il s’agit de cellules vivantes, procaryotes, 

hétérotrophes et chimio-organotrophes. A quelques exceptions près, elles ont pour principales 

caractéristiques d’être à GRAM positif, généralement immobiles, asporulées, anaérobies mais 

aérotolérantes. Elles  ne possèdent ni catalase,  ni nitrate- réductase, ni cytochrome-oxydase. 

Elles ont  des exigences nutritionnelles complexes en ce qui concerne les acides aminés, les 

peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les Glccidesfermentescibles (DELLAGLIO 

et al., 1994).Parmi cette flore,  existent les coques tels que les Streptocoques et les 

Lactocoques, et les bacilles tels que  les Bifidobactéries et lesLactobacilles (DELLAGLIOet 

al., 1994).Quatre-vingt-une souches de bactéries lactiques,  réparties entre quatre  genres 

Lactococcus, Enterococcus,Leuconostocet Lactobacillus ont été isolées à partir du lait de 

chamelle collecté dans le sud algerien(KARAM et KARAM,  2006).Ces 

microorganismesinterviennent dans de nombreuses transformations  du lait telles que la crème 

maturée, laits fermentés (leben), yaourts, fromages frais et affinés... .Elles participent 

également dans, la vinification (fermentation malolactique), la fabrication des salaisons, la 

fermentation des végétaux (choucroute et ensilages) et en boulangerie. La technologie laitière 

représente toutefois, le principal secteur d’application des bactéries 

lactiques(DESMAZEAUD et De ROISSART, 1994). 
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Ces dernières sont connues essentiellement, pour leur propriété de produire des 

substances antimicrobiennes, tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

et des bactériocines(KLAENHAMMER  et al., 1994).  

Durant l’entreposage du lait camelin à la température ambiante (fermentation 

spontanée), il a été constaté que le taux de bactéries lactiquesaugmentait  et que celui des 

bactéries de contamination a tendance à diminuer (SIBOUKEUR, 2007).En d’autres termes, 

la flore lactique indigène interviendrait dans la protection du lait contre la flore contaminante,  

notamment l’espèce Staphylococcus aureus,agent causal des mammites(RAYNAL-

LJUTOVAC et al. ,2008).A cet effet,la maîtrise de la contamination des produits laitiers par 

Staphylococcus aureus est un enjeu économique et sanitaire pour l’ensemble des filières au 

lait cru (RAYNAL-LJUTOVAC et al. ,2008). 

Étant donné,la vague de résistanceaux antibiotiques des micro-organismes pathogènes et 

l’augmentation des infections dues à la résistance de Staphylococcus aureus(MRSA) etdu 

genre Clostridium,il est intéressant  de  chercher de nouvelles substances antibactériennes  

pour lutter contre ces agentsinfectieux (JACK et al.1995;  REA   et al., 2009 ). 

Beaucoup  de travaux ont été consacré à l’activité antibactériennedes protéines 

lactosériquescamelines, mais peu, se sont intéressés aux bactériocines produites par la flore 

lactique cameline. 

Ce travail s’inscrit dans ce cadre et comporte quatre volets d’investigations complémentaires: 

1- l’isolement, l’identification et la purification d’une souche de lactocoque à partir du 

lait camelin; 

2- l’isolement, l’identification et la purification d’une souche  de Staphylococcus 

aureus; 

3- optimisation des conditions de culture de la souche pure  de Lc en vue de la 

production de la nisine; 

4- test de  l’activité antibactérienne de la nisine produite, sur la souche cible 

(Staphylococcus aureus). 

Une étude comparative avec le lait bovin est menée en parallèle. 
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I. Partie bibliographique 

Le dromadaire (Camelus dromedarius)joue un rôle socio-économique primordial dans 

les zones arides et semi-arides. Outre son exploitation comme animal de bât et de course, ses 

poils et sa peau sont utilisés dans la confection des vêtements, des chaussures, portefeuilles, 

des selles ... En outre, c’est un excellent pourvoyeur de protéines nobles telles que la viande et 

le lait.Dans ce contexte, il est important d’insister sur la capacité des chamelles à  produire du 

lait même en conditions de sécheresse les plus sévères (YAGILet al., 1994 ; ADAMOU,2009) 

. 

1.1. Production de lait de chamelle 

La production mondiale de lait de chamelle a été estimée officiellement à 1,3 million 

de tonnes en 2002(FAYE ,2003). Cependant, si l’on tient compte de l’autoconsommation et 

du réel potentiel moyen des animaux en production, il est probable que cette production soit 

plus élevée (soit 5,4 millions de tonnes) (FAYE ,2003). Les productions individuelles varient 

entre 1000 et 2700 litres par lactation en Afrique, mais peuvent atteindre 7000 à 12 000 litres 

selon certaines sources, en Asie du Sud. La courbe de lactation est comparable à celle des 

bovins avec une persistance meilleure. La durée de la lactation est très variable (de 8 à 18 

mois en général), soit des durées plus importantes en moyenne que les vaches laitières dans 

les mêmes conditions (FAYE ,2003). Les facteurs alimentaires et saisonniers influent sur ces 

performances. Les essais d’intensification, réalisés ici et là, ont montré les perspectives en 

production laitière de cette espèce pour approvisionner les populations des zones arides de 

l’Ancien Monde (Annexe 1),(FAYE ,2003). 

La production nationalede laitchamelle, vivant en extensif, varie de 0,5 à 10 kg de 

lait par jour avec une période de lactation moyenne de 14  mois, selon les conditions 

climatiques, et d’autres facteurs intrinsèques (rang de lactation, stade de lactation, nombre de 

traite, présence du chamelon ...) (SAIDI et al., 1999 ; CHEHMA, 2003 ; SIBOUKEUR, 

2007). Comparativement à la production mondiale qui  est estimée entre  4.16 et  5 l/j pour 

une durée de lactation de 8 à 18 mois (FAYE, 2003, BEKELE et al. (2002) cité par  

SIBOUKEUR, 2007), la production nationale n’est pas négligeable. 

1.2. Caractéristiques physico-chimiques 

Le lait camelin, à l’observation visuelle est de couleur blanche. A la traite et lors des 

transvasements, il forme une mousse abondante à cause de sa teneur élevée en composant-3- 

des protéose- peptones (PP3) par rapportau lait bovin (1.1 contre 0.3 g/l 
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respectivement)(SMAIL,2002). Selon(GIRARDET et al.,1995), le PP3,agent moussant  et 

émulsifiant (agent tensioactif) est caractérisé par une thermorésistance élevée. 

La couleur du lait camelin est due à sa structure et à la composition de sa matière 

grasse relativement pauvre en β carotène (SAWAYA et al.,1989).Il est légerement sucré, avec 

un gout acide, parfois amère et/ ou salé, selon la nature des plantes broutées (RAMET,2003 et 

ABDELRAHIM, 1987  in SIBOUKEUR ,2007) .Il présente un pH autour de 6.6 et  6.97 

(KHASKHELI, 2005 ; BADAOUI 2000, SIBOUKEUR, 2007) ;une acidité titrable de l’ordre 

de 15° Davec une viscosité moyenne de 2.2 centipoises. Son point de congélation varie entre -

0.53 à -0.61°C (HASSAN et al.1987 in SIBOUKEUR ,2007)et sa densité se situe entre 1.022 

à 1.032 (WANGOH et al. ,1998;CHERFI,2002).Toutefois, ces valeurs dépendent de  certains  

facteurs, tels que le rang et le stade de lactation, la race, le type d’élevage, la saison de 

lactation. Cependant, l’alimentation reste le facteur le plus déterminant (RAMET, 1993 ; 

WANGOH et al. ,1998 ; MEHAIA et al.,1995in SIBOUKEUR ,2007 )  

1.3.Composition biochimique  

Même si elle fluctue, selon les auteurs, donc selon les animaux et l’environnement, la 

composition biochimique globale du lait de chamelle montre néanmoins des teneurs 

importantes et équilibrées en nutriments de base (protéines, matière grasse et lactose) avec des 

proportions similaires à celles présentes dans le lait bovin (SIBOUKEUR, 2007).Les 

variations observées dans la composition  de ce lait  ont été attribuées à plusieurs facteurs, tels 

que les différentes procédures analytiques, l'emplacement géographique, les variations 

saisonnières, les conditions d'alimentation et la race des chameaux (AL HAJ et  AL 

KANHAL ,2010) 

  Les protéines, source d’acides aminés essentiels, sont réparties selon leur solubilité à 

pH acide, en caséines et en protéines  lactosériques. Les caséines insolubles à  pH4.3 dans le 

cas du lait camelin et caprin (correspondant à leur pHi) sont de l’ordre de 33g/l  (soit 2.5 - 4 

%). Ces phospho-protéines constituent la fraction protéinique majoritaire du lait  puisqu’elles 

représentent 73 à 81 % des protéines totales (MIETTON et al.1994 in SIBOUKEUR, 2007 ; 

BADAOUI ,2000). Les protéines lactosériques, possèdent  une haute valeur nutritive et joue 

un rôle important dans l’auto-épuration du lait puisqu’elles possèdent pour la plupart une 

activité protectrice contre les attaques extérieures (BARBOURet al. ,1984 ; EL-SAYED et 

al.,1992  ) . 
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La teneur en lactose dans le lait camelin  se situe entre 2.5 et 5.6% versus  4.8 à 5 % 

dans le lait de référence. Selon GNAN et SHEREHA,(1986) in SIBOUKEUR, (2007) ; 

BAYOUMI,(1990) in SIBOUKEUR, (2007), ces  concentrations élevées en lactose, 

expliquent  la saveur parfois sucrée du lait de chamelle. 

La teneur en eau, varie en fonction de sa disponibilité dans l’alimentation. Pendant la 

période de sécheresse, elle atteint sa valeur maximale. D’une manière générale, elle est 

présente dans le lait en quantité suffisante pour couvrir les besoins du chamelon (YAGIL et 

ETZION,1980 in SMAIL ,2002).  En cas de restriction des chamelles en eau alimentaire, le 

lait se traduit par une dilution (86%),  dans un régime déficient, elle s’élève à 91% (FAYE et 

MULATO ,1991). Il semble que c’est un mécanisme d’adaptation au manque d’eau 

permettant de protéger le chamelon de la soif. 

La composition en minéraux du lait de chamelle, est plus diversifiée que celle du lait 

de vache. La teneur en macro-éléments (sodium, potassium, calcium et magnésium) est 

presque similaire à celle du lait bovin alors que des  concentrations plus élevées en oligo-

éléments (fer, cuivre,zinc, fluor et plomb) ont été enregistrées pour le lait de chamelle 

(BOUDJENAH et al. ,2009).  

Ce lait se singularise par sa richesse relative en niacine ou vitamine B3  (4.610 mg/kg) 

( SAWAYA et al.,1989)  et en vitamine C (entre 25 et 60 mg/l) )( SAWAYA et al.,1989 ; 

SIBOUKEUR,2007), teneur trois fois plus élevée que celle présente dans le lait bovin qui ne 

dépasse pas les 22mg/l ( MATHIEU, 1998 in SIBOUKEUR 2007). Néanmoins, des  taux plus 

faibles en vitamines, A, E et certaines du groupe B sont signalés dans le lait de chamelle 

(FARAH, 1993).  

Les  caractéristiques de la matière grasse de ce produit se rapprochent de celle du lait 

humain.La matière grasse de couleur blanchâtre, du fait de son déficit en β carotène, est  

dispersée dans le lait sous forme de globules gras de petit diamètre (3µm versus 20µm pour le 

lait de vache) (SMAIL ,2002). Ce caractère rend la matière grasse plus digeste, comme dans 

le cas du lait humain. Cependant, il  constitue une entrave à l’écrémage donc à la technologie 

beurrière.  

Selon MORRISON, (1968), GORBAN et IZZELDIN,(1999), GORBAN et 

IZZELDIN,(2001), les lipides simples prédominent sur les lipides complexes. Les 

triglycérides représentent 96 % des lipides totaux et parmi les stérides, les esters decholestérol 
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se trouvent avec une concentration de 9.98 mg/100g.Dans la fraction estérifiée du lait de 

chamelle, le pourcentage des AGS est égale à 52% dont 18.4% est composé d’acide 

palmitique(GORBAN et IZZELDIN, 1999). Ces AG prédominent. Pour les AGI, le lait 

camelin  contient de l’acide oléique, et de l’acide palmitoléique. L’acide pelargonique (C9 :0) 

et l’acide décanoique(C10 :1) ont été trouvés avec des quantités significatives dans le lait 

camelin contrairement au lait bovin. Les AG à courtes chaines sont relativement peu 

présents(GORBAN et IZZELDIN, 1999). 

1.4. Microbiologie du lait camelin 

Le lait est un substrat renfermant des concentrations satisfaisantes en protéines, en Glccides, 

en lipides, en sels minéraux et en vitamines, pour la croissance cellulaire.Les 

microorganismes existant dans notre environnement, vont donc  trouver dans ce bioproduit  

un substrat idéal pour leur développement. La présence de nombreux facteurs de croissance 

permet de satisfaire de nombreuses espèces microbiennes exigeantes et difficiles à cultiver 

dans un milieu moins complet(LARPENT et al.,1997).Le lait contient peu de 

microorganismes (3000 germes/ml) lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions et à partir 

d’un animal sain(GUIRAUD, 1998). Il s’agit essentiellement de germes saprophytes du pis et 

des canaux galactophores : microcoques, streptocoques lactiques et bacilles.D’autres  micro-

organismes peuvent se trouver dans le lait lorsqu’il est issu d’un animal malade, par exemple 

l’espèce Staphylococcus aureus issus d’un animal atteint de mammites. Ainsi, au cours de la  

traite, du transport et du  stockage à la ferme ou à l’usine, le lait peut être contaminé par une 

grande  variété de micro-organismes. Une partie seulement d’entre elles peut se multiplier 

dans ce bioproduit si la température est favorable et le milieu est propice (LARPENT et 

al.  ,1997).  

Le lait peut aussi être contaminé par des germes, issus des fèces et des téguments de 

l’animal(coliformes, clostridium …), du sol (listeria, streptomyces …), de  la litière  et des 

aliments(flore banale variée), de l’air et l’eau, des équipements de traite et de stockage, des 

manipulateurs(Staphylococcus dans le cas de la  traite manuelle) et de vecteurs divers (en 

particulier les insectes) (GUIRAUD, 1998).     

Il en résulte que la nature de la flore microbienne du lait cru est à la fois complexe et variable 

d’un échantillon à l’autre et suivant l’âge du lait(LARPENTet al.  ,1997). 
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 Beaucoup de  travaux se sont intéressés à la microbiologie du lait bovin, caprin et ovins, par 

contre peu d’entre eux ont porté sur celle du  lait camelin. Parmi ces dernières, nous citerons : 

� AL- MOHIZEA et al. (1994)  qui en  s’appuyant   sur la numération de  quatre 

groupes de micro-organismes (la flore aérobie totale, les psychrotrophes, les 

coliformes et les bactéries sporulantes),  déduisent que la qualité hygiénique du lait 

camelin est satisfaisante ; 

� YAGIL et al. (1994) ont montré que si les dromadaires du troupeau sont en bonne 

santé, la pasteurisation du lait de chamelle  n’est  pas indispensable ; 

� BARBOUR et al.(1984) ont mis en évidence l’inhibition des bactéries pathogènes par 

le lait camelin. Ils attribuent cette activité antibactérienne à la présence de protéines 

protectrices (lyzozyme, lactopéroxydase , lactoferrine...) ; 

� DURHAIMAN (1988) a  monté l’effet inhibiteur du lyzozyme extrait et purifié à 

partir du lait camelin sur Escherichia coli etMicrococcuslysodeikticus en le comparant 

à celui de l’ovalbumine ; 

�  EL-SAYED et al. (1992)  ont montré l’efficacité des protéines protectrices du lait 

camelin contre,Lactococcuslactissubspcremoris, Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus, Salmonella typhimurium et  rotavirus ; 

� ABOU- TARBOUCH et al.,(1998)  ayant travaillé sur quatre espèces de bactéries 

bifidogènes à savoir : Bifidobacteriumbreve, B.bifidum,B.longum et B. Angulatum, 

suggèrent d’utiliser de  la poudre du lait camelin comme milieu de préculture de cette  

flore  à haut potentiel nutritionnel et thérapeutique (probiotiques) car cette dernière  

exige  pour sa croissance  la présence des  acides aminés libres  et de peptides comme 

source d’azote (prébiotiques) ; 

� SIBOUKEUR et al.(2002)  en isolant à partir du lait camelin des bactéries 

halotolérantes, des entérobactéries  et des coliformes ont montré que leurs taux 

diminuaient durant les trois premiers jours de l’entreposage du lait à la température 

ambiante, alors que celui des bactéries lactiques a tendance à augmenter :il s’agit d’un 

effet autoépuratif puissant ; 

� SIBOUKEUR (2007) a confirmé la présence de cet effet auto-épuratif 

particulièrement efficace et que le PP3 isolé par FPLC, possédait une action 

inhibitrice fortement prononcée contre les bactéries halotolérantes et assez peu 

prononcée contre les entérobactéries.  
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De ce qui précède, il en ressort,  que  le lait de chamelle possède un système protecteur 

spécifique, puissant contre la flore de contamination.Ce système est composé de substances 

antagonistes  telles que des  protéines  protectrices(Lyzozyme, lactopéroxydase, lactoferrine, 

PP3..),des acides organiques, le peroxyde d’hydrogène, et des bactériocines produites par les 

bactéries lactiques (BARBOUR et al.1984 ; KLAENHAMMER et al.,1994 ; 

SIBOUKEUR ,2007).   

1.4.1. Système protecteur du lait camelin 

� Les acides organiques excrétés par les bactéries lactiques assurent deux importantes 

fonctions antimicrobiennes. Sous leur forme indissociée, ils traversent passivement la 

membrane cytoplasmique et pour de fortes concentrations d’acides, le milieu intracellulaire  

peut  s’acidifier à un point tel que les fonctions cellulaires sont inhibées et le potentiel 

membranaire annulé (KASET,1987 in  KLAENHAMMER et al.,1994). Ainsi, l’accumulation 

d’acides organiques est directement inhibitrice pour les micro-organismes pathogènes qui 

exigent des pH neutres. D’autre part en condition acide, la compétitivité des bactéries 

lactiques se trouve améliorée, étant donné leur plus grande tolérance aux bas pH extra et 

intracellulaires (KLAENHAMMERet al.,1994). 

� Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) est connu depuis longtemps comme agent majeur 

de l’activité antimicrobienne des bactéries lactiques(PRICE et LEE,1970,DHIVA et 

SPECK,1969 in KLAENHAMMER et al, 1994). Sa production peut avoir lieu selon plusieurs  

modes mettant en jeu des oxydases et probablement des superoxydedismutases 

(CODON ,1987 in  KLAENHAMMER et al.,1994).   

� Selon EL-SAYED et al.,(1992), le lysozyme camelin a un effet inhibiteur seulement 

sur  Salmonella typhimuriumet ne présente aucun effet contre Staphylococcus aureus.LeLZ a 

un même spectre d’activité que celui de l’oeuf et présente une activité différente de celle du LZ 

bovin. Ce dernier  inhibela croissance deLactococcus cremoris et n’a pas d’effet sur Salmonella 

typhimurium. 

�  La lactoferrine  est présente en grandes quantités dans le lait des camélidés. C’est 

une protéine qui possède une activité antimicrobienne, antivirale, anti-inflammatoire et 

analgésique(KONUSPAYEVA et al., 2003). Elle présente un effet inhibiteur similaire à celui 

du lait bovin. Cette activité inhibitrice est due  au captage du fer nécessaire au développement 

des micro-organismes notamment celui de E.coli. .   D’après REITER, (1983) inEL-

SAYEDetal.,(1992), les concentrations élevées en acide citrique dans le milieu diminuent 

l’activité inhibitrice de la LF. Puisque  le lait camelin contient moins de citrate que le lait 
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bovin (EL- AGAMI,(1985) in EL-SAYEDet al.,(1992), on peut supposer  que sa LF a une  

activité inhibitrice plus élevéeEL-SAYEDet al. ,(1992). 

� La lactoperoxydase ou le système LSP 

L’activité de la LP cameline est similaire à celle du lait bovin(EL-SAYEDet al., 1992). 

Cette protéine enzymatique est très efficace contre l’activité et la croissance des micro-

organismes nuisibles.  L’efficacité de cette activité est d’autant plus importante que le lait 

renferme du soufre et du H2O2 donc que le système LSP est actif. C’est le cas du lait camelin 

riche en  soufre provenant des plantes broutées (parcours sahariens). Le peroxyde 

d’hydrogène est  formé avec  l’oxygène dissout dans le lait. L’action du système LSP  résulte 

de l’oxydation de l’ion SCN- en présence du  peroxyde d’oxygène, qui fait apparaitre des oxy-

acides parmi lesquels l’hypothiocyanate(OSCN-) serait un puissant 

inhibiteur(KONUSPAYEVA et al. ,2003). Ces derniers ont des propriétés bactéricides contre 

les bactéries à GRAM négatif mais  bactériostatique contre les bactéries à GRAM positif(EL-

SAYEDet al., 1992). 

Les immunoglobulines sont des glycoprotéines de faibles mobilité éléctrophorétique et 

ayant un poids moléculaire élevé. Ces protéines d’origine sanguine sont présentes dans les 

laits de toutes les espèces (DE WIT, 1998).Leur  fonction est d’assurer la transmission de 

l’immunité de la mère à son petit.Chez les ruminants, les Ig de la classe G sont les plus 

dominants (ALAIS et LINDEN,1997in SMAIL,2002). 

Selon EL-AGAMY (1994) in SMAIL,(2002) ; EL-AGAMY (1996) in SMAIL,(2002); 

LAUWEREYS et al.,(1998) in SMAIL,(2002) ,les Ig camelines présentent une similitude 

avec celles bovines. Elles diffèrent néanmoins par leurs poids moléculaires.  

� Le PP3 camelin connuégalement sous le nom de « lactophorine » est  un homologue 

du PP3 bovin. Il s’agit d’unephosphoglycoprotéine. Elle est composéede 135 résidus d’acides 

aminés (SORENSEN et PETERSON,1993). Elle  contient plus de sérine et de glycine que les 

protéose-peptones en général, par contre, elle contient moins de proline et de valine. Comme 

les protéose-peptones, ce composant contient peu d'acides aminés aromatiques (la cystéine et 

le tryptophane n'ont pas été déterminés (PAQUET et al., 1982). Il se caractérise par son 

hydrophobicité élevée(PAQUET, 1989). Il exerce une action inhibitrice  vis –à –vis des 

souches microbiennes de contamination du lait de chamelle(germes halotolérants 

entérobactéries pathogènes, entérobactéries totales).Les lactobacilles semblent résistants à 

l’action du PP3. Cela peut s’expliquer par la présence d’un seul sitede O-

glycosylation,permettant de reconnaitre seulement la flore nuisible exogène (SIBOUKEUR, 

2007). 
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� Le puissant systèmeprotecteur du lait camelin est renforcépar l’action des bactériocines 

produites par les bactéries lactiques, la nisine produite par Lactococcus lactis ,en l’occurrence. 

1.4.2.Bactériocines  

 Les bactériocines sont des protéines ribosomiales synthétisées et libérées dans le milieu 

extracellulaire. Elles sont  douées d’une activité bactéricide à l’encontre d’espèces proches de 

la souche productrice (KLAENHAMMER et al. ,1994 ;HENGet al., 2007 ; GONG et 

al,2009.). Elles  agissent  à très faible concentration, de l’ordre de la  pico ou de la nanomole/ 

l (PARADA et al. ,2007 ; RONGNE et al., 2009). Cesmolécules peuvent tuerouinhiber la 

croissance des  bactériespathogènesqui se disputentla même nicheécologiqueou  la même 

source d'éléments nutritifs : d’où  leur importance dans  les industries agroalimentaires. La 

structure de ces substances est résistante à l’autoclavage. En plus, elle est stable à pHcombiné 

au traitement thermique, ce qui veut dire qu’elle pourrait être utilisée dans le cas de 

préparations subissant un traitement thermique pour la préservation dans l’industrie 

agroalimentaire (BAYOUBet al.,2006). Contrairement aux antibiotiques, les bactériocines:  

� ont un spectre d’activité relativementétroit; 

� elles ne sont  pas toxiquesetsont rapidement digéréesparles 

protéasesdansletractusdigestif de l'homme(RILEY M. A.  et  WERTZ J. E., 2002 ; 

PARADA et al. ,2007) ; 

� elles sontsynthétisées  ribosomiquement, contrairement auantibiotiques, qui sont 

synthétisés par un système enzymatique unique;  

� chaquebactériocinepossèdeson propre déterminant immunitaire dont le gèneestliéau 

gène de la bactériocine, alors que les déterminantsgénétiquesde résistance aux 

antibiotiquesne sont pasliés,etsontexprimésindépendamment desgènes codant pour la  

synthèsed'antibiotiques(NES et al. ,2002); 

� les bactériocinessontgénéralementproduitesau cours de la phase de croissance et 

cessent de se produire à la fin de la phase exponentielle(WARDANI et al.,2006). 

La productionest souventrégulée par un système, bi-composantde régulation 

alors que les antibiotiquessont des métabolitessecondaires produits au cours la 

phasestationnaire. 

Les bactériocines ne sont pas fréquemment actives contre les bactéries à GRAM-négatif. 

La famille  des bactériocines comprend une diversité de protéines  qui diffèrent par leur taille, 

les souches cibles, le mode d'action et des mécanismes de l'immunité(RILEY et  WERTZ, 

2002). 
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La plupartdespremiers succèsdansla définition dela naturedesbactériocines été liéeà 

celle desbactéries  à GRAM-négatif, en particulier lescolicines, etune grande partie deces 

connaissanceest issue du travaildeGRATIAetFREDERICQ. En 1925, GRATIAa décrit pour 

la première fois l’antagonisme  entre des souches de E.coli. En 1946FREDERICQ a utilisé 

des  colicines mutées  résistantes  afin de classer les colicines (HENG et al.,2007). 

Uneobservationremarquable a été enregistrée en 1947 lors d’une enquêtesur les bactériocines 

produites par lesbactéries GRAM+.Cette observation montre que l’une des 

activitésinhibitricesdeslactocoques(Streptocoques du groupe N) contre d'autresbactéries 

lactiques estdueàunemolécule caractérisée comme substanceprotéique 

antimicrobienneappelée"substance inhibitrice du groupe N"ounisine(MATTICK et HIRSCH, 

1947in HENG et al.,2007). 

Néanmoins, la bibliographie ne mentionne pas de travaux portant  sur l’isolement des 

bactériocines à partir du lait camelin cru. BAYOUB a isolé des souches productrices de ces 

substances  à partir du lait fermenté (Raib) (ALOUCHEet al., 2010). 

1.4.2.1. Bactéries lactiques productrices de bactériocines  

Les bactériocines peuvent être produites par plusieurs bactéries à GRAM +,  GRAM -et  

quelques Archea.Cependant, les travaux publiés portent sur  laproduction des 

bactériocinesparbactéries GRAM + particulièrement celles des bactéries lactiques (JACKet 

al.1995) 

Cessubstances ontététrouvéesdanstoutes lesgrandes lignéesdebactérieset, plusrécemment, 

elles ont étédécritestels qu'elles sont universellementproduites parcertainsmembres 

delaArchaea. SelonKLAENHAMMER, 99% de toutesles bactériespeuventélaborerau moins 

une bactériocine.Toutefois, peu de chercheursse sont penchés sur cet aspect(RILEY et  

WERTZ, 2002).Le tableau I présente quelques bactériocines produites par quelques bactéries 

lactiques  

 

 

 

 

 

 

 

Tableau I : Bactériocines produites par quelques bactéries lactiques (KLAENHAMMER 

et al, 1994). 
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Espèces productrices Bactériocine Spectre d’activité Caractéristiques 

Lactococuslactisssplactis Nisine 
• Bactéries à GRAM+ • Lantibiotique3.5 

kDa 

Lactococcuslactissspcremoris Diplococcine 
• Lactococcus • Sans lanthionine 

5.3 kDa 

Lactobacillus acidophilus Lactacine B 

• Lactobacillus delbrueckii 

• Lactobacillus helveticus 

 

• Purifiée,6.3kDa, 

formant un 

complexe de 

haut PM 

Leuconostoc 
Leucocine 

A-UAL187  

• Bacteries lactiques 

• Listeria monocytogenes 

• Enterococcusfuccalis 

• Protéinique,2.5-

3.0 kDa 

• Séquence de 37 

aa 

• clonée 

Pediococcus 
Pédiocine 

A1 

• Pediococcus 

• Lactobacillus plantarum 

• Lactobacillus casei 

• Lactobacillus bifermentans 

• Leuconostocmesenteroides 

• Listeria monocytogenes 

 

• 16.5 kDa,liée à 

un 

plasmide,séquen

ce de 44 aa 

 

1.4.2.2.Classification des bactériocines  

KLAENHAMMER et al.,(1994) ont classé les bactériocines en trois principales classes,en 

fonctiondeleurscaractéristiques biochimiques (PM) etgénétiques : 

� Classe I : appelées « lantibiotiques» (lanthionine-

containingantibioticpeptides)(TODOROV S. D.,2009). Ce  sont des  peptides de  petite taille 

(<5 kDa), stablesà la chaleur. Les Lantibiotiques agissent sur les structures membranaires. 

Elles sont profondément modifiées après traduction, ce qui conduit à la formation d'acides 

aminés caractéristiques(thioétherlanthionine et methyllanthionine) (PARADA et al. ,2007). 

La classe des lantibiotiquesest diviséeendeuxsous-classesen fonction des 

similitudesstructurelles : 
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� Sous-classe I a : elle inclue, les peptides flexibles et chargés positivement. Ils 

agissent généralement en formant des pores dans les membranes 

cytoplasmiques des souches  cibles sensibles. La nisine est le prototypique 

lantibiotique(PARADA et al. ,2007). 

� Sous classe I b : elles sonttypiquementglobulaires, plusrigidesdansla 

structureet sontsoitchargée négativement oun'ont pasde chargenette. Elles 

exercentleuractionen interférant dans les réactions enzymatiques essentielles 

des souches cibles(DEEGANet al.,2006 inPARADAet al. ,2007) 

� Classe II. : lesNon-Lantibiotiques: ou « pediocin-likebacteriocins ». Ce sont 

desbactériocines de poids moléculaires variables, maisgénéralement de petite 

taille(<10kDa). Elles sontstables à la chaleur, hydrophobes et  douées d’une activité 

cytolytique (KLAENHAMMER et al., 1994; PARADA et al.,2007).Cetteclasse 

comprend  trois sous classes: 

� Sous classeIIa: peptides actif  contre  le genre  Listeria.  Les  

bacteriocinescaracteristiques  qui représentent cette sous classe sont :la  pediocine  

PA-1 et la  sakacine P(PARADAet al. ,2007). 

� Sous Classe IIb: formée par un complexe de deux peptides distincts. 

Cespeptidesontpeu oupasd’activitéetilsembley avoir aucunehomologie de 

séquenceentre lespeptidescomplémentaires(PARADA et al.,2007). 

      Dans ce groupe figurent la lactococcine G et la plantaricine EF e JK(PARADA et 

al. ,2007). 

� Sous Classe IIc: petits  peptides, thermostables,qui sont transportés  par un  leader-

peptides. Dans cette classe existe seulement la divergicine A et la 

acidocineB(PARADA et al. ,2007). 

� Classe III. : des bactériocines de grande taille (›30k Da) sensibles (dénaturation 

thermique) et donc complexes quant à leur activité bactéricide et/ou leur structure 

protéinique (KLAENHAMMER et al.,1994; PARADA et al. ,2007).  

 

 

1.4.2.3. La nisine  

La nisine est un métabolite primaire et sa biosynthèse est fonction de la croissance 

cellulaire(PIARD et DESMAZEAUD, 1992 ; RAY, 1992 in DAOUDI ,2000 ; LE LAY, 

2009).Elleest produite à l’état naturel par les Lactococcus trouvés dans  des  plantes vertes et 

dans le lait cru. Les gènes codant pour la biosynthèse de la nisine sont portés sur un 
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transposon qui est mobile et peut donc être localisé au sein du chromosome ou sur un 

plasmide. Onze gènes sont impliqués dans la production de la nisine. Ces gènes sont organisés 

en opéron(DAOUDI, 2000 ; CHEIGH et al., 2005)  Comparée avec d’autres bactériocines 

produites par les bactéries lactiques, la nisine possède un large spectre d’activité. Tous ces 

variants(A et Z)  inhibent la plupart des bactéries à GRAM positif , à GRAM négatif et même 

les spores bactériens. Elle a un mode d'action bactéricide contre les bactéries GRAM-

positives y compris les  détériorants alimentaires comme le  Clostridium sp, Bacillus,les 

micro-organismes pathogènes comme Listeria monocytogenes, et ceux qui causent la 

mammite bovine Staphylococcus aureus et Streptococcus dysgalactiae(RYAN et al, 1998 in 

PARADA et al. ,2007). Elle est également active contre les pathogènes humains comme les 

Staphylococcus aureus résistants à la methiciline (MRSA)(PARADA et al. ,2007). 

Cette bactériocine est composé de 34 résidus amino-acyls. Ces deux variants diffèrent 

seulement dans l’acide aminé numéro 27(substitution de His dans la nisine A par Asp dans la 

nisine Z).Elleest principalement utilisée dans les aliments en conserve, les produits laitiers et 

particulièrement  dans la production de fromage fondu et de fromage à tartiner. 

A ce jour la seule, c’est la seule bactériocine autorisée comme additif alimentaire pour le 

contrôle microbiologique et sanitaire de certains aliments lactés, carnés, et conserves. La 

nisine estthermostable, résistante à la trypsine et inactivée par l’alfa-chymotrypsine. Son 

spectre d’activité est très large ; elle inhibe la plupart des bactéries GRAM +,notamment 

Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus 

(RAIMBIAULT,1995, DAOUDI, 2000). 

1.4.2.3.1.Mode d’action de la nisine 

La nisine possède un double mode d’action antimicrobienne.Elle se lie aux 

lipidescomplexes (phospholipides), inhibe la synthèse de la paroi cellulaire, forme des pores 

au niveau de la membrane cytoplasmique de la souche cible Staphylococcus aureus en 

l’occurrenceet donc la dépolarise(ANONYME 1,2005 ; PARADA et al.,2007 ; GONG et 

al,2009 ;RAY ,1992 in DAOUDI, 2000)  

 

1.4.2.3.2Lactococcus : producteurs de nisine   

La première étude sur les lactocoques a été  entrepriseen 1873 par  Joseph LISTER. Ce 

chercheur avait tenté de prouver la théorie de Pasteur pour la fermentation lactique. Durant 

ses expériences, il a obtenu la première culture bactérienne pure.Il lui donna le nom de 
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L’espèce Lactococcus lactis  subsp lactis  est une bactérie à GRAM positif, à catalase 

négative aéro-anaérobie facultative. Elle se trouve en forme de coques disposées en chaines 

de longueur variable. Les cellules sont ovoïdes ou sphériques de 0.5 à µm de diamètre. Elle 

possède un métabolisme homofermentaire et produit exclusivement de l’acide lactique L(+). 

Comme tout le  genre lactococcus,elle se caractérise par la présence d’antigène du groupe N, 

par son caractère  faiblement α hémolytique et non β hémolytique, par sa température de 

croissance minimale inférieure ou égale à 10° C  et optimale voisine de 30°C, par sa 

thermosensibilité et son inaptitude à croitre en présence de 6.5% de NaCl et à pH 

9.6.DELLAGLIO et al.(1994) ; TEUBER et GEIS (2006) ; KIM et al.,(1999) ont montré que 

l’espèce Lactococcus lactis  subsp lactis  était résistance à l’acidité, à la bile, au sel  et à la 

congélation. 

1.4.2.3.5.Habitat 

Selon  CASALTA et  MONTEL, (2007), le biotope des Lactococcus lactis  est les plantes et  

la peau des animaux. Il faut considérer comme fondée, l’hypothèse selon laquelle leur 

présence dans le lait est due à une contamination qui se produit pendant la traite, et que le 

fourrage en représente la source principale. Les habitats  les plus importants des Lactococcus 

lactis   demeurent le lait, les laits fermentés et les fromages, où on les trouve en quantité 

dominante(DELLAGLIO et al. ,1994).  

 1.4.2.3.6. Exigences nutritionnelles 

Comme toutes  les bactéries lactiques, l’espèce Lactococcuslactissubplactispossède une faible 

aptitude biosynthétique. Cette souche exige pour sa croissance des acides aminés  à savoir : la 

leucine, histidine valine Glctamate, isoleucine et la méthionine. Elle exige aussi, la présence 

de vitamines (vit B12, biotine...), des acides organiques tels que l’acide acétique et l’acide 

oléique et des acides  nucléiques, des cations tel que le magnésium et des sucres 

fermentescibles (DESMAZEAUD et  De ROISSART, 1994 ; OLEIVERA et al., 2005). 

 

1.4.2.3.7.Transport et métabolisme des sucres 

Lactococcus lactis  subsp lactis  présentent un métabolisme homofermentaire. D’après 

NEVES et al., (2005), les sucres sont transférés  au niveau de Lactococcus lactis par trois 
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méthodes : PEP- PTS,  en se liant avec un ion (création d’un gradient d’ions) et  transport 

ATPases. D'unpointdevue bioénergétique, lesystèmePTSest probablementleplusefficace. 

Selon  CASTRO et al.,(2009) chez Lactococcuslactis ,le Glccose est transféré par  deux   

systèmes phosphoenolpyruvate distincts :le système de phosphoenolpyruvate –

phosphotransferase (PEP-PTS)  et un ou plusieurs  non PTS perméases inconnus. 

Le  principal système de transport du Glccose de Lactococcuslactisest formé par la Glccose –

PTS. Pour le lactose, il est transféré grâce à une lactose- PTS inductible  codé par un plasmide 

(KONINGS et al. ,1994). 

Les Lactococcus lactis  ont la capacité de fermenter divers monosaccharides, disaccharides, et 

occasionnellement des hexitols.La voie d’EMPsert dans tout les cas, de voie principale de 

dégradation des dérivés phosphorylés. Le Glccose subit une phosphorylation au cours de son 

transport par le système PEP-PTS et le G6P accumulé est ensuite fermenté en acide lactique 

par la voie d’EMP. Le lactose est aussi métabolisé  par fermentation homolactique, comme le 

Glccose(fig2) (THOMPSON et GENTRY-WEEKS ,1994). 

Cependant d’autres sources d’énergie  telles que le galactose, le  maltose, le sorbitol, le 

mannitol etc…, peuvent produire, au cours de leurs fermentations, diverses quantités 

d’acétate, de formiate, de diacétyle, d’acétoine et de 2,3 butandiol, tout comme l’acide 

lactique(fig2) (THOMPSON et GENTRY-WEEKS ,1994).    
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Figure 2:Représentation schématique de la voie de métabolisme du Glccose et des voies en 

aval du pyruvate chez L. lactis (NEVES et al., (2005) 
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1.4.2.3.8.Autres types d’inhibitions exercées parles Lactocoques 

D’autres inhibitions que les bactériocines produites par les Lc, sont à signalées. Ces différents 

types d’inhibition peuvent agir par synergie. 

1.4.2.3.8.1.Inhibition par production de H 2O2 

Certaines bactéries lactiques produisent des quantités suffisantes  de peroxyde d'hydrogène 

pour inhiber de nombreux micro-organismes indésirables. L’effet   bactéricide deH2O2a 

étéattribuéàson  effet oxydant puissant  surles cellulesbactériennesetàladestructiondes  

structures moléculaires de base   des protéines  cellulaires(ZALANet al. ,2005). 

 D’après ITO et al., (2003),unfiltrat acellulairedeLc. lactis subsp. 

lactisquicontenaitenviron350ppmde H2O2,  a montré une activité antimicrobiennecontre 

Staphylococcusaureus. 

  1.4.2.3.8.2.Inhibition par production  d’acides organiques 

Les  acides, lactique et acétique excrétés par ces bactéries, sont les principaux accepteurs 

d’électrons et les produits terminaux du métabolisme fermentaire. Ces acides organiques 

assurent deux importantes fonctions antimicrobiennes. Sous leur forme  non dissociée, ils 

traversent passivement la membrane cytoplasmique et, pour de fortes concentrations d’acides, 

le milieu intracellulaire peut s’acidifier à un point tel que les fonctions cellulaires sont 

inhibées et le potentiel membranaire annulé(KASHET ,1987 in 

KLAENHAMMER ,1994).Ainsi, l’accumulation d’acides organiques est directement 

inhibitrice pour les microorganismes nuisibles qui  présentent un seuil bas de résistance aux 

changements de pH intracellulaire.D’autre part, en condition acide, la compétitivité des 

bactéries lactiques se trouve améliorée, étant donné leur plus grande tolérance aux pH extra et 

intracellulaire(KLAENHAMMER ,1994). 

1.4.2.3.8.3.Inhibition par production de diacétyle  

Comme agent antimicrobien, le diacétyle est  nettement plus efficace contre les 

bactéries à GRAMnégatif, les levures et les moisissures, que contre les bactéries à GRAM +  

(JAY, 1982).  Des concentrations de l’ordre de 200µg/ml de diacétyle inhibent les bactéries à 

GRAM négatif et les levures. Les bactéries lactiques sont généralement inhibées par des 

concentrations plus élevées (350µg/ml),  alors que celles non lactiques à GRAM positif sont 

inhibées par des concentrations de 300µg/ml (JAY,1982). 
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1.4.3.Lesstaphylocoques : souche  cible  

Jusqu’en 1870, les Staphylococcus étaient connus comme agent causant des 

inflammations de la peau. Ils  ne sont associés aux intoxications alimentaires qu’en1884, 

année où VAUGHAN et STERNBERG ont isolé le germe d’un  cheddar, lié à environ 300 

cas d'intoxication alimentaire dans le Michigan.En1914, larelationentre 

l'intoxicationalimentaireet les toxines produites par les  staphylocoques etla toxineproduite 

parStaphylococcus aureusa été mise en évidence parBARBERsur des volontaires humainslors 

d'uneépidémiecausée par le  lait, aux Philippines (ELLIOT, 2001). 

1.4.3.1. Caractères généraux 

L’espèce Staphylococcus aureus est une bactérie à GRAM positif, de 1µm de diamètre. Sous 

microscope, les cellules apparaissent groupées en grappe de raisin. Cela est du à trois 

divisions planes et incomplètes. Ces cellules sont immobiles et donnent  une couleur jaune- 

dorée à la colonie dont elles appartiennent. La paroi cellulaire contient trois constituants 

majeurs :  

• le peptidoglycane, composé d’unités répétitives de N-acétyl-Glccosamine (β-1-4) liées 

à l’acide N-acétyl-muramique ; 

• des acides teichoiques au ribitol, liés via des N- acétyl-manosaminyl (β-1-4) N- acetyl-

Glccosamine au muramyl-6- phosphate ;  

• la protéine A, liée au peptidoglycane par des liaisons covalentes(BHUNIA, 2008) . 

L’espèce  Staphylococcus aureus est aéro-anaérobie facultatif mais croit mieux en aérobiose. 

Elle est halotolérante (supporte 10-15% de NaCl), catalase positive (excepté pour 

Staphylococcus aureussubspanaerobius) et oxydase négative (VERNOZY- ROZAND ,1997 ; 

BHUNIA, 2008). C’est une espèce mésophile dont la température optimale de croissance se 

situe entre 30 et 37°C, la température minimale entre 5 et 10°C et maximale jusqu’a 45°C. 

Elle supporte des valeurs de pH comprises entre 4.2 et 9.3 avec unpH optimal de 7 à 7.5. 

(SATURA,1998 in KERMMANE ,2009) 

D’après VADAMODE et al. (1981)cette espècecroit dans des conditions d’activité de l’eau 

assez faible Aw = 0.84 et est capable de produire ses entérotoxines à une Aw = 0.86.  
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1.4.3.2. Pouvoir pathogène  

Staphylococcus aureus est une espèce pathogène car elle est capable de produire une ou des 

entérotoxines, protéines thermostables, responsables, après ingestion, de troubles digestifs 

chez l’homme. C’est pourquoi le dénombrement de Staphylococcus aureus dans  les aliments 

a été pratiqué depuis longtemps ; la bactérie est considérée comme bactérie potentiellement 

pathogène  (POUMEYROL et LAFARGE ,1997). Cette bactérie est l’une des espèces 

bactériennes qui cause des mammites qui sont des réactions inflammatoires de la glande 

mammaire. Chez les principales espèces domestiques, elles se traduisent par des signes 

cliniques divers en fonction, entre autres, du stade d’évolution de ces réactions (aiguë, 

subaiguë, chronique) et de la nature des agents étiologiques impliqués dans leur apparition. 

Par ailleurs, ces mammites peuvent être aussi subcliniques. A l’instar d’autres espèces 

animales domestiques, les mammites ont été décrites chez les chamelles dans plusieurs pays 

(QUANDIL et OUDAR (1984) in KANE et al., (2003a), BARBOUR et al., (1985), 

ABDURAHMAN(1994) ) in KANE et al., (2003a), WERNERY et KAADEN (1995), 

OBIED et al., (1996), AL- ANI et al-SHAREEFI, (1997) in KANE et al.,(2003a), TIBARY 

et ANOUASSI (1997) in KANE et al., (2003a), SGHIRIet al., (2000) in KANE et al.,(2003a), 

KANE et al., (2003b)). Cependant, les mammites semblent moins fréquentes chez les 

chamelles que chez les autres ruminants (vache, brebis, chèvre). En outre, les mammites 

subcliniques chez la chamelle sont plus fréquentes que celles avec des signes cliniques 

évidents. 
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II.Matérielet méthodes  

2.1.Matériel biologique 

2.1.1. Lait de chamelle 

Les échantillons de lait utilisés, proviennent de chamellesvivant en extensif dans  la 

région de Ouargla. Ces chamelles appartiennent à la population Sahraoui. Nous avons utilisé 

dans cette étude quatre échantillons de laits, de mélange (TableauxII): 

Tableau II :Échantillons de lait utilisés 

Échantillons Date de réception 

1 20.01.2011 

2 23.01.2011 

3 02.02.2011 

4 14.02.2011 

 

Les échantillons de lait sont  transportés au laboratoire de microbiologie  dans des 

flacons propres. Une fraction est soumise à des tests préliminaires consistant en la mesure du  

pH, de la densité et de l’acidité titrable. Une autre fraction est immédiatement réfrigérée à 4°C 

en vue de subir d’autres analyses. 

2.1.2. Lait de vache 

Deux échantillons de lait bovin ont été transportés dans des flacons propres, au 

laboratoire  de microbiologie.Le premier échantillon provient de la région de Ouargla, le 

deuxième de la région de EL-Oued .Les deux échantillons sont reçus le 08.02.2011et 

subissent les mêmes tests préliminaires que  les échantillons de lait camelin. Une fraction est 

stockée à 4°C pour des analyses ultérieures.  
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2.2. Méthodes 

2.2.1. Tests physico-chimiques 

 Les échantillons de  laits, camelin et bovin, subissent les mêmes tests physico-

chimiques consistant en la détermination du pH,  de l’acidité titrable et de la densité. 

2.2.1.1. pH 

La mesure du pH est réalisée par pH-métrie (Inolab MLM) . L’électrode de référence 

pour la mesure de la concentration en ions H+ (donc du pH) est l’électrode à l’hydrogène. 

Celle-ci en platine, spécialement traitée, est immergée dans la solution dont le pH doit être 

mesuré (LEHNINGER, 1981). 

2.2.1.2.Acidité Dornic 

L’acidité du lait, exprimée en degré Dornic, est le nombre de ml d’hydroxyde de 

sodium 0.11 N nécessaire pour  neutraliser 10 ml de lait en présence de phénolphtaléine 

comme indicateur coloré( 1 °D correspond à 0,1 g d’acide lactique par litre de lait(FARAH et 

al. ,2004) (Annexe 2). L’acidité Dornic témoigne de l’état de fraîcheur du lait et de sa richesse  

relative en caséines, en phosphates, en citrate, enhydrogéno-carbonate et en lactates 

(SIBOUKEUR ,2007). 

2.2.1.3. Densité 

La mesure de densité est réalisée à l’aide de densimètres (Widoer,Germany).  

2.2.2. Analyse microbiologiques 

Les échantillons de  laits, camelin et bovin, subissent les mêmes analyses et tests 

microbiologiques (fig. 3). 

2.2.2.1.Test de la réductase 

Le test de la réductase permet d’estimer la charge microbienne  des échantillons de  

lait collectés.Son principe est basé sur la décoloration du bleu de méthylène. La rapidité de 

cette décoloration est directement proportionnelle au nombre de germes présents (LARPENT 

et al.,1997). Plus l’activité microbienne est forte, plus courte sera la durée de décoloration des 

échantillons (RYFFEL,2006) (Annexe 3). 
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2.2.2.2.Choix de la souche cible 

 Dans le présent travail, nous avons choisi  Staphylococcus aureuscomme souche cible 

pour plusieurs raisons : 

� elle est sensible aux bactériocines (CHOI, 2000 ; ALLOUCHE et al.,2010) 

notamment à la nisine(RAIMBIAULT,1995 ; SHARMA et al., 2010) ; 

� Cette  espèce appartient à la flore de contamination  pathogène des produits 

alimentaires  (TRIAS,2008). C’est une espèce que l’on peut retrouver  dans le lait, 

mammiteux (LARPENT et al.  ,1997) ; 

� elle est résistante aux  antibiotiques (RAHAL, 1984) ; 

� elle est catalase positive. Cette propriété permet d’éliminer l’effet inhibiteur du H2O2 

dans les tests d’antagonisme et dans les cultures mixtes ; 

� c’est une espèce pathogène, responsable de nombreuses affections chez l’homme et 

chez l’animal  

� cette souche est exigeante d’un milieu sélectif ; 

� sa culture est facile en milieu hypersalé de  Chapman. 

2.2.3. Culture de la souche productrice de nisine et de la souche cible dans 

des milieux spécifiques (M17 / Chapman)  

2.2.3.1.Préparation des dilutions 

Les dilutions des échantillons de laits camelin et bovins sont préparées avec le  même 

diluant.  

 2.2.3.2.  Diluant 

Nous avons utilisé un  diluant adapté pour les bactéries aérobies mésophiles. Il est composé 

de :  

-1g  de peptone pancréatique de caséine ; 

-8.5g  de chlorure de sodium ; 

-1000 ml d‘eau distillée (LARPENT et al., 1997). 

On peut également utiliser le milieu Ringer au ¼ ou le bouillon tryptone 

sel(GUIRAUD,1998).Nous avons préparé des dilutions de 10-1, 10-2,10-3, 10-4, 10-5 (Annexe 

4). 
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2.2.3.3. Ensemencement 

 La souche productrice de nisine et la souche cible ? isolées et purifiées à partir des 

laits, camelin et bovin, subissent les mêmes  techniques d’ensemencement. Selon 

LARPENTet al. , (1997) ; NISSEN et al., (1992), la culture de la souche productrice   peut se 

réaliser sur milieux Elliker,Chalmers,M17 ou Mac Kay à 30°C.Dans ce travail,nous allons 

utiliséle milieu M17pour  la culture de la souche productrice de nisine(KELLY et al., 1998; 

KERAMANE , 2009) (Annexe 5) et le milieu Chapman pour celle de la souche cible 

(GUIRAUD,1998) (Annexe 6). 

Puisque la majorité des bactéries lactiques, notamment le genre Lactococcus  sont 

aérotolérantes (DELLAGLIO ,1994),nous avons effectué l’ensemencement en surface, le  but 

étant l’identification, l’isolement et la purification de la souche  et non  le dénombrement. 

Pour les staphylocoques nous avons également procédé à l’ensemencement en surface car ils 

sont anaérobie facultatif(KLUYTMANS,1997). 

Nous avons, à cet effet procédé à l’ensemencement de 0.1 ml environ (l’inoculation se fait à 

l’aide d’une pipette graduée stérile) de  chaque dilution à la surface du milieu de culture   

après solidification de ce dernier. L’inoculum est étalé sur l’ensemble de la surface de la boite 

de pétri à l’aide d’un râteau. L’incubation est réalisée à 30°C pendant 2 à 3 jours pour les 

lactocoques et à 37°C pendant 24 heures pour les staphylocoques(fig.4)                        

(TERROINE,1966; LARPENTet al.,1997; MADIGAN et al.,2007). 
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 Figure 3 : Procédure expérimentale 
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Figure4 :Culture de la souche productrice de nisine et de la souche cible dans milieux 
spécifiques (M17 / Chapman) 
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2.2.3.4. Identification des souches de Lactococcus lactis subsplactis et  

des souches deStaphylococcus aureus 

2.2.3.4.1.Observations macroscopiques 

Les observations macroscopiques, la coloration de GRAM et le test de catalase  sont 

effectuées pour la souche cible et pour la souche productrice, isolées à partir des échantillons 

de  laits des deux espèces,  cameline et bovine. 

2.2.3.4.1.1.Description des colonies 

L'examen macroscopique des cultures est le premier effectué après isolement de la 

souche (BENT MOHAMED et SIDI BABAT, 2007). Il porte sur la description de : 

• La taille approximative; 

• la forme, caractérisée par l’allure des contours qui peuvent être lisses, dentelés, déchiquetés. 

La surface (forme en  relief) peut être bombée ou plate. Le centre est parfois surélevé, parfois 

« ombiliqué »ou« creux »; 

• l’aspect de la surface qui peut êtrelisse, brillant (type S «smooth» : lisse), rugueux ou mate 

(type R «rough»: rugueux); 

• la coloration : la plupart des colonies n’ont pas de couleur définie. Elles sont jaunâtres, 

grisâtres, ou blanchâtres mais certaines élaborent un pigment qui donne à la colonie une teinte 

franche : jaune, rouge, violette ; parfois le milieu lui même se colore, cas fréquent d’un 

pigment bleu- vert. La pigmentation est un caractère d’identification important ; 

• la consistance : les colonies peuvent avoir un aspect muqueux comme elles peuvent être 

filantes, grasses, crémeuses(qui se mettront facilement en suspension) sèches, pulvérulents 

(qui se dissocieront mal dans l’eau) (MARCHAL et al., 1982) ; 

• l’opacité : les colonies sont dites  opaques si elles ne laissent pas passer la lumière, 

translucides si elles laissent passer la lumière mais on ne voit pas les formes au travers,  

transparentes,  si elles laissent passer la lumière et on  voit  les formes au travers(MARCHAL 

et al., 1982). 

2.2.3.4.1.2.Test de la catalase 

La catalase catalyse la réaction de dégradation de l’eau oxygénée.Elle est mise en 

évidence par contact de la culture avec une solution fraiche d’eau oxygénée à 10 volumes.Une 

goutte d’eau oxygénée est placée sur une lame et un peu de culture  en milieu solide y est 
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réparti: un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulles traduit la 

décomposition de l’eau oxygénée sous l’action de la catalase (GUIRAUD ,1998):  

H2O2     H2O + ½ O2 

2.2.3.4.2.Observations microscopiques 

Les observations microscopiques effectuées, à l'aide d'un microscope optiqueavec un 

objectif 100 à immersion(Bentlylaboscop 200), permettent d’examiner des prélèvements de 

colonies à l’état frais et  après coloration de GRAM. 

2.2.3.4.2.1.Coloration de GRAM 

La coloration de GRAM est la coloration de base de la bactériologie. C’est une 

coloration double qui permet de différencier les bactéries, non seulement d’après leur forme 

mais aussi d’après leur affinité pour les colorants, liée à la structure générale de la paroi 

(MARCHAL et al. ,1982) (Annexe 7). 

2.2.3.4.3.Identification physicochimique et  biochimique des 

Lactococcus lactis subsplactis  

 Les souches isolées subissent des tests d’identification  physico-chimiques et 

biochimiques  indiqués dans le tableau III. 

2.2.3.5. Purification  des Lactococcus lactis subsplactis  

On prélève la colonie de Lactococcusidentifiée macroscopiquement, 

biochimiquement, par le  test de la  catalase et par la coloration de GRAM et on réalise 4 à 5 

repiquages successifs sur milieu M17. L’ensemencement est  effectué en  boite de pétri en 

double exemplaires (SOBLEV et MACARENKO, 1977). 

2.2.3.6. Purification  des Staphylococcus aureus  

La purification des Staphylococcus aureus est réalisée de la même manière que celle 

des Lactococcus lactis  subsp lactis, mais en utilisant le milieu Chapman. 
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Tableau III : Tests d’identification  physico-chimiques et biochimiques des souches, après 

leur isolement 

Tests Mode opératoire Réaction positive 

Type fermentaire 

Du  bouillon M17 est ensemencé en 

présence d’une cloche de Durham, 

et incubé à 30°C pendant 24h  

Apparition de bulles de gaz 

dans la cloche de Durham 

Croissance à 

différentes température 

Le lait écrémé ensemencé est 

incubé à 10 °C pendant 1-7 jours,à 

40°C pendant 24 h et à 45°C 

pendant 24h 

Coagulation du lait 

Tolérance à la salinité 

Du bouillon M17 à des 

concentrations de 2%, 4% et 6.5% 

DE NaCl  est ensemencé et incubé 

à 30°C pendant 24 h 

Trouble du bouillon 

Tolérance au pH 

alcalin 

Du bouillon M17 alcalinisé à pH 

9.6 et 9.2  est ensemencé et incubé 

à 30°Cpendant 24h   

Trouble du bouillon 

Culture sur lait au bleu 

de Scherham 

9 ml du  lait additionné de 1 ml de 

bleu de méthylène à 1% sont 

ensemencés et incubés à 30°C 

pendant 24 h 

Décoloration du bleu de 

méthylène qui se traduit par 

sa réduction 

Hydrolyse de 

l’arginine 

galeries API20 Le  virage de couleur indique 

l’hydrolyse de l’Arg 

Fermentation des 

Glccides 

 galeries API20 Le virage de couleur indique 

la fermentation du sucre 

 

2.2.4.Optimisation des conditions de culture 

 Selon HENGet al., (2007), dans les conditions de laboratoire où la bactérie est cultivée 

en monoculture (sans compétition), sans conditions de stress et dans de bonnes conditions 

nutritionnelles, la production de bactériocines peut facilement être épargnée. Un stress 

nutritionnel et/ou environnemental peutpar contre, augmenter la production de bactériocines. 
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C’est pour cette raison que, nous nous sommes proposé de stresser la souche productrice 

(Lclactis) par une culture mixte avec la souche de Staphylococcus aureus.  

Par ailleurs, la supplémentation du milieu de culture avec du Glccose, du magnésium, 

une peptone, et un extrait de levure permet d’améliorer la production de bactériocines (HENG 

et al., 2007). Puisque le milieu M17 contient trois types de  peptone, de l’extrait de levure et 

du sulfate de magnésium (Annexe 5), nous lui avons rajouté du Glccoseseulement(HENGet 

al., 2007 ; SHARMA et al.2010). 

Un autre facteur peut influencer la production de bactériocines. En effet, SHARMA et 

al.,(2010), rapportent qu’une croissance maximale deLactococcus lactis  subsp lactis   est 

observée après 24 heures d’incubation et à 35°C. La production debactériocinesétant 

dépendante  physiologiquement de la croissance(De VUYST  et LEROY, 2007), deux 

températures d’incubation sont utiliséesdans la présente étude : 18 heures (habituellement 

utilisées) et 24 heures. 

2.2.4.1. Propagation de la souche  

Afin de préparer une culture mère, destinée à la production de bactériocine (nisine), il 

est indispensable de procéder  à la « propagation de la souche»par la réalisation d’une 

préculture.Celle-ci est effectuée selon un protocole rapporté par DOUMANDJI et al. (2010) 

(fig.5). 

La propagation de la souche consiste à ensemencer une colonie de Lactococcus lactis  

préalablement  purifiée (inoculum) dans 1 ml de  bouillon  M17 puis à incuber  à 30°C 

pendant 24h : on obtient la «culture intermédiaire 1». On a utilisé deux tubes pour chacune 

des  souches, cameline et bovine. 

Après incubation,on procède à un deuxième repiquage dont lequel on   repique  1 ml 

de la culture précédente dans un  tube   contenant 9 ml de  milieu M17 : on obtient une 

deuxième culture : «culture intermédiaire 2». 

2.2.4.2. Culture de l’espèce productrice de nisine 

 On ensemence un erlenmeyer de 250 ml contenant du bouillon M17, avec la culture 

précédente   à raison de 10%. L’incubation est effectuée à 30°C. On obtient la culture de la 

souche productrice de nisine(DOUMANDJI et al. 2010).   

2.2.4.3.Constitution des lots  expérimentaux  

Afin d’améliorer la production de nisine, nous avons constitué des lots expérimentaux 

en provoquant le stress de la souche par une culture mixte et /ou en  supplémentant le milieu 
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de culture avec du Glccose (à raison de 1%). Le facteur durée d’incubation a également été 

pris en ligne de compte. Ainsi 8 lotsde culture, numérotés de 1 à 8  ont été préparés (tableau 

Iv). Chaque lot est divisé en deux fractions. L’une des fractions est incubée pendant 18heures 

et l’autre pendant 24 heures : c’est  respectivement les 2 sous-lots (a et b) (tableau IV). 

2.2.5. Isolement de la nisine  

Après incubation pendant 24 heures ou 18 heures,les lots expérimentaux de culture des 

souchessubissent une centrifugation  à 8000 trs/min (Universal 16 R), pendant 10 minutes à 

4°C. Le culot contenant les cellules est alors séparé du surnageant susceptible de contenir la  

bactériocine recherchée(nisine)(DIOP et al.2007 ; TODOROV et al.,2009) .Nous obtenons 

finalement 4 lots expérimentaux de surnageants camelins dénommés lot1 , lot2,lot3 et 

lot4et 4 lots de surnageants bovinsdénommés lot5 , lot6,lot7 et lot8. Chaque lot est 

constitué de deux sous- lots a et b selon la température de l’incubation de la culture.  

Ainsi nous obtenons 16 sous lots de surnageants (tableau V)      

2.2.6. Étude de  l’activité antimicrobienne de la bactériocine à partir de 

surnageant 

Le surnageant est neutralisé  jusqu’au pH 6.5 avec NaOH 5N  stérilisée, afin de lever 

l’activité antibactérienne des acides  exercée par les acides organiques(NYKÄNEN et 

al.,2000). 

Trois méthodes sont  utilisées pour déterminer l’activité antibactérienne. Il s’agit des 

tests, des puits, des spots et des disques. 

2.2.6.1. Test des  puits 

 Des boites de Pétri contenant lemilieu Chapman sont  ensemencées par inondation 

avec  la souche cible(Staphylococcus aureus).Des puits de 6 mm de diamètre sont creusés 

stérilement dans la  gélose de chaque boite .On  remplie les puits avec 50 µl du surnageant 

neutralisé, et on place les boites à 4 °C pendant 2 à 4 heures pour permettre  une  bonne 

diffusion de la substance antibactérienne(METLEF et DILMI-BOURAS, 2009; 

DOUMANDJI et al.,2010; ALLOUCHEet al,.2010). Les boites sont ensuite incubées à 37°C 

pendant 24 heures. La lecture se fait par la mesure dudiamètre en mm des zones d’inhibition 

formées autour des puits (DOUMANDJI et al.,2010). 

 



 

 

Figure5:Procédure de culture des souches en vue de la production  de nisine 

Matériel et méthodes

 

 

:Procédure de culture des souches en vue de la production  de nisine 

Matériel et méthodes 

35 

 

:Procédure de culture des souches en vue de la production  de nisine  



Matériel et méthodes 

 

36 
 

Tableau IV : Constitution des lots  expérimentaux de culture de souche productrice de 

nisine  

Lot N° Sous lot Glccose culture Durée d’incubation 

1 
a - pure 18 h 

b - pure 24 h 

2 
a + pure 18 h 

b + pure 24 h 

3 
a - mixte 18 h 

b - mixte 24 h 

4 

 

a + mixte 18 h 

b + mixte 24 h 

5 
a - pure 18 h 

b - pure 24 h 

6 
a + pure 18 h 

b + pure 24 h 

7 
a - mixte 18 h 

b - mixte 24 h 

8 
a + mixte 18 h 

b + mixte 24 h 

 

a : incubation pendant 18h, b : incubation pendant 24 h 

Tableau V : Lots expérimentaux de surnageants 

espèce cameline bovine 

lot lot 1 lot 2 lot 3 lot 4 lot 5 lot 6 lot 7 lot 8 

Sous 

lot 

Sous 

lot1a 

Sous 

lot1b 

Sous 

lot2a 

Sous 

lot2b 

Sous 

lot3a 

Sous 

lot 3b 

Sous 

lot4a 

Sous 

lot4a 

Sous 

lot5a 

Sous 

lot5b 

Sous 

lot6a 

Sous 

lot6b 

Sous 

lot7a 

Sous 

lot7b 

Sous 

lot8a 

Sous 

lot8b 

 

2.2.6.2. Test par la méthode des disques (diffusion en milieu gélosé) 

La technique des disques consiste à utiliser des disques (de 5mm de diamètre) en 

papier filtre préalablement stérilisés,  imprégnés du surnageant  à tester. Les disques sont 

déposés à la surface d’une gélose Chapman  uniformément ensemencée avec une suspension 
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de la bactérie cible déjà isolée (Staphylococcus aureus)(GUIRAUD ,1998). Les boites sont 

placées  à 4 °C pendant 2 à 4 heures pour permettre  une  bonne diffusion de la substance 

antibactérienne(METLEF et DILMI-BOURAS, 2009 ; DOUMANDJI et al. ,2010 

ALLOUCHEet al.2010).On incube à 37°C pendant  24 h  

La soucheStaphylococcus aureusdiffuse au sein de la gélose, sauf là où elle rencontre une 

concentration de bactériocine suffisante pour inhiber sa  croissance. On observe alors autour 

des disques, une zone circulaire indemne de colonies bactériennes,appelée zone d’inhibition. 

Plus le diamètre de cette zone d’inhibition est grand plus la souche est sensible à la 

bactériocine, plus il est petit, plus la souche est résistante. Donc la souche est classée  

sensible, intermédiaire ou résistante (XIA et al. ,2005). 

2.2.6.3.Test des spots  

 Après avoir coulé les boites de pétri avec de la gélose  PCA (solidifiées et séchées)on 

dépose 5µl de surnageant en spots .Les boites sont séchées à l’air ambiant près du bec bunsen 

pendant environ 30 minutes. La gélose est recouverte d’une gélose semi molle du milieu PCA 

ensemencée avec la souche cible(Staphylococcus aureus).Les boites sont incubées 24 heures à 

37 °C (SCHILLINGER et LUCKE, 1989) 
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III. Résultats et discussion 

3.1.Caractéristiques 

Les propriétés physicochimiques du  lait camelin, à savoir la densité, l’acidité titrable 

et le pH ont été déterminés parallèlement à celles du lait bovin, dans un but comparatif 

(fig. 6).  

Figure 6: Principales caractéristiques physico chimique

3.1.1.pH 

Les résultats relatifs au  pH des échantillons de lait   camelin  sont regroupés dans le 

tableau III.  

Globalement, lepH des échantillons de  lait camelin égale à 6.65 ± 0.25  est  

comparable à celui des deux échantillons de  lait bovin égale à 6.68 en moyenne. Les valeurs  

du pH que nous avons enregistrés lors de la présente étude se situent

valeurs rapportées par les auteurs ayant travaillé sur le de  lait chamelle. En effet

(1987) in SIBOUKEUR (2007) signale des pH de l’ordre de  6.6 à 6.97, 

des pH de l’ordre de  6.51 ±0.12,

(6.49±0.024), SMAIL (200

de(6.31±0.15), enfin,   MAHBOUB(2010) des pH de l’ordre de (6.65±0.132).  Cette acidité 

pourrait être expliquée par une grande richesse en vitamine

50 mg/l(YAGIL et al., 1994; EL KHASMI 
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physicochimiques du  lait camelin, à savoir la densité, l’acidité titrable 

et le pH ont été déterminés parallèlement à celles du lait bovin, dans un but comparatif 

Principales caractéristiques physico chimiques du lait camelin
avec le lait bovin 

Les résultats relatifs au  pH des échantillons de lait   camelin  sont regroupés dans le 

Globalement, lepH des échantillons de  lait camelin égale à 6.65 ± 0.25  est  

comparable à celui des deux échantillons de  lait bovin égale à 6.68 en moyenne. Les valeurs  

du pH que nous avons enregistrés lors de la présente étude se situent  dans la fourc

valeurs rapportées par les auteurs ayant travaillé sur le de  lait chamelle. En effet

(1987) in SIBOUKEUR (2007) signale des pH de l’ordre de  6.6 à 6.97, 

6.51 ±0.12, ABU TARBOUCH  et al.,(1998) des pH 

(6.49±0.024), SMAIL (2002),(6.24±0.48) SIBOUKEUR (2007) des pH

MAHBOUB(2010) des pH de l’ordre de (6.65±0.132).  Cette acidité 

pourrait être expliquée par une grande richesse en vitamine C qui est de l’ordre

; EL KHASMI et al, 2005 ; MAL et PATHAK, 2010
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physicochimiques du  lait camelin, à savoir la densité, l’acidité titrable 

et le pH ont été déterminés parallèlement à celles du lait bovin, dans un but comparatif 

 

du lait camelin, en comparaison 

Les résultats relatifs au  pH des échantillons de lait   camelin  sont regroupés dans le 

Globalement, lepH des échantillons de  lait camelin égale à 6.65 ± 0.25  est  

comparable à celui des deux échantillons de  lait bovin égale à 6.68 en moyenne. Les valeurs  

dans la fourchette des 

valeurs rapportées par les auteurs ayant travaillé sur le de  lait chamelle. En effet, HASSAN 

(1987) in SIBOUKEUR (2007) signale des pH de l’ordre de  6.6 à 6.97, KAMOUN (1995) 

(1998) des pH de l’ordre de  

),(6.24±0.48) SIBOUKEUR (2007) des pHde l’ordre 

MAHBOUB(2010) des pH de l’ordre de (6.65±0.132).  Cette acidité 

C qui est de l’ordre de 

MAL et PATHAK, 2010 ) .La valeur 

pH

D°

densité
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du pH est dépendante de la teneur en citrates et en caséines ainsi de l’état sanitaire de la 

mamelle(MATHIEU, 1998 in SIBOUKEUR,2007). D’après YAGILet al.,(1998) ; GORBEN 

et IZZELDIN ,(1997) in SIBOUKEUR,(2007), le pH  pourrait être affecté par l’alimentation 

et la disponibilité de l’eau. 

Tableau VI : Mesure du pH des échantillons de lait camelin analysés 

N° de l’échantillon Date de collecte  pH 

1 20.01.2011 6.52 

2 23.01.2011 6.54 

3 02.02.2011 7.03 

4 14.02.2011 6.51 

Moyenne  6.65 ± 0.25 

 

3.1.2.Acidité Dornic 

La valeur de l ‘acidité titrable des échantillons de lait camelin et bovin  sont 

mentionnés dans les tableaux, IV et V. Le lait bovin présente une acidité Dornic plus élevée  

que celle dans le lait camelin.Ces résultats sont  comparables à ceux rapportés par SAWAYA 

et al.,(1989) ; MEHAIA, (1993)   et qui sont égales à 14°D. Ils sont toutefois,  différents de 

ceux obtenus par SBOUI  et al., (2009) en Tunisie soit ( 17,2 °D±1.03) pour le lait camelin et  

17.12°D±0.64 pour le lait bovin. Ils sont également différents des résultats obtenus par  

SIBOUKEUR (2007) soit 18.2°D ±2.93 pour le lait camelin.  

Le lait camelin se caractérise par un effet tampon plus prononcé par rapport au lait bovin. 

Cela permet d’expliquer pourquoi l’acidité de ce lait est plus faible que celle du lait bovin 

bien que leurs pH soient comparables (ABU- TARBUSCH (1996) ;SIBOUKEUR 2007). 
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Tableau VII : Mesure de l’acidité Dornic des échantillons du lait camelin 

 

 

 

 

 

 

Tableau VIII : Mesure de l’acidité Dornic des échantillons du lait bovin 

 

 

 

 

3.1.3.Densité  

Les résultats de la mesure de la densité des échantillons des laits  camelin et bovin  

sont mentionnés dans les tableaux  IX et X: 

Tableau IX : Mesure de la densité des échantillons du lait camelin 

N° de l’échantillon de lait camelin Densité 

1 1.020 

2 1.025 

3 1.020 

4 1.030 

Moyenne 1.023 ± 0.0047 

 

La densité  des échantillons de  lait camelin est égale à 1.023 ± 0.0047, alors que celle du lait 

bovin est égale à 1.032. Elle est  comparable à celles rapportées par 

N° de l’échantillon à partir du lait camelin Acidit é Dornic (°D) 

1 15 

2 16 

3 12 

4 15 

Moyenne 14.5 ± 1.3720 

N° de l’échantillon à partir du lait bovin Acidité Dornic (°D) 

1 15.5 

2 18 

Moyenne 16.75 
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KAMOUN (1995),ABIDI, (2001), SIBOUKEUR, (2007) et  MAHBOUB,  (2010)soit 

respectivement 1.028±0.002, 1.020±0.004, 1.023±0.0045 et  1.027±0.006. 

La densité dépend directement de la teneur en matière sèche qui est liée fortement à la 

fréquence de l’abreuvement(SIBOUKEUR ,2007). Ce qui explique la variabilité des valeurs 

entre  les différents échantillons de laits et entre celles  citées dans la littérature. 

Tableau X : Densité des échantillons de lait bovin 

N° de l’échantillon à partir du lait bovin Densité 

1 1.030 

2 1.035 

Moyenne 1.032 

 

La densité des  échantillons de lait de vache égale à 1.032 en moyenne  est  plus élevée que 

celle du lait de chamelle. Cesconstatations ont été évoquées par de nombreux auteurs 

(RAMET, 2003 ;FILIPOVITCH, 1954). En effet, la densité relativement faible du lait 

camelin représente l’une deses caractéristiques et pose un problème pour sa transformation en 

fromage.  

3.2.Analyses microbiologiques 

3.2.1.Test de la réductase 

La décoloration de  bleu de méthylène  a  commencé au delà de 5 heures.Cela signifie 

que les échantillons de  lait de chamelle testés présentent  une bonne qualité  hygiénique 

(LARPENT et al.,1997). Le taux de germes dans  ce lait peut être estimé entre 105à  

2.105germes/ml (LARPENT et al.,1997). KAMOUN (1990) ;YAGILet al.,(1994)et d’autres 

auteurs s’accordent sur le fait que la qualité bactériologique du lait camelin peut être 

irréprochable si la traite est effectuée dans les conditions hygiéniques requises.  

3.2.2.Identification de la souche isolée sur M17 

L’identification de la souche isolée à partir des laits de chacune des deux espèces, 

cultivée sur milieu M17, est basée sur des observations macroscopiques, microscopiques, sur 

des tests physico-chimiques et biochimiques.  

 



 

 

3.2.2.1.Observations macroscopiques

 La description des colonies formées après 

heures, est indispensable pour l’identification des souches.

3.2.

*Lait camelin  

Nous avons tenu compte de  l’échantillon de lait  et 

colonies isolées et dont le nombre est entre 30 et 300 
5 de l’échantillon n° 1 a été retenue pour la suite de ce travail

Ainsi, deux types de colonies qui ne différent que par leur taille, se sont développées. La 

première présente un diamètre de 2 mm environ alors que la seconde est beaucoup plus 

petite(0.5 à 1 mm).Selon DELLAGLIO 

Lactococcus lactis  peut varier de 10

Leur aspect est identique. Elles sont opaques de couleur  jaune

texture(consistance) crémeuse. Leur surface  est lisse et brillantes 

ronde et  bombée  avec un contour régulier(

Photo 1
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Observations macroscopiques 

des colonies formées après incubation de lait  à 30°C

heures, est indispensable pour l’identification des souches. 

.2.1.1.Description des colonies 

l’échantillon de lait  et de la dilution qui a  permis l’obtention de 

colonies isolées et dont le nombre est entre 30 et 300 (MADIGAN et al.,2007). La

de l’échantillon n° 1 a été retenue pour la suite de ce travail(photo1). 

Ainsi, deux types de colonies qui ne différent que par leur taille, se sont développées. La 

première présente un diamètre de 2 mm environ alors que la seconde est beaucoup plus 

Selon DELLAGLIO et al.,(1994), la taille maximale d’une colo

peut varier de 10-1  mm à plusieurs millimètres.  

Leur aspect est identique. Elles sont opaques de couleur  jaune- crème. Elles présentent une 

) crémeuse. Leur surface  est lisse et brillantes (Photo

ronde et  bombée  avec un contour régulier(tableau  XI).   

 

Photo 1 : Coloniesdéveloppées sur milieu M17 
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à 30°C pendant 48 à 72 

la dilution qui a  permis l’obtention de 

2007). La dilution 10-

Ainsi, deux types de colonies qui ne différent que par leur taille, se sont développées. La 

première présente un diamètre de 2 mm environ alors que la seconde est beaucoup plus 

,(1994), la taille maximale d’une colonie  de 

crème. Elles présentent une 

 1). Leur forme est 
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Tableau XI:Description des colonies isolées à partir du lait camelin en milieu M17 

 Colonie 1 Colonie 2 

Taille 2 mm 0.5 à 1 mm 

Forme Ronde bombée avec un contour 

lisse 

Ronde bombée  avec un 

contour lisse 

Couleur Crème Crème 

Aspect de surface Lisse et brillante Lisse et brillante 

Consistance Crémeuse Crémeuse 

Opacité Opaque Opaque 

 

*Lait bovin 

Deux  types  de colonies  qui différent  seulement par leur taille, se sont développées.  Ces 

colonies  présentent les mêmes caractéristiques que celles des colonies isolées à partir du lait 

camelin,  mais leur taille est plus petite.  Toutefois, il est à noté que les colonies bovines sont 

relativement plus petites que les colonies camelines (0,5 à 1.5 mmversus 0,5 à 2 mm) 

(tableauXII). 

Tableau XII:Description des colonies issues du lait bovin 

 Colonie 1 Colonie 2 

Taille 1.5 mm 0.5 mm 

Forme Ronde bombée avec un contour 

lisse 

Ronde bombée  avec un 

contour lisse 

Couleur Crème Crème 

Aspect de surface Lisse et brillante Lisse et brillante 

Consistance crémeuse crémeuse 

Opacité opaque opaque 

 

3.2.2.1.2.Test de la catalase 

La recherche de cette enzyme constitue  une étape importante de l’identification mais 

le test à l’eau oxygénée peut donner des résultats aléatoires puisque certaines bactéries 

lactiques possèdent des pseudo-catalases non hémiques (une Mn catalase)  qui rendent la 
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réaction positive (effervescence) (DESMAZEAUD et DE ROISSART ,1994). Ceci semble 

être une explication au résultat que nous avons enregistré dans la présente étude puisque dans 

lecas des deux  souches, cameline et bovine,une  effervescence est observée. En effet, les 

bactéries lactiques dont le genre  Lactococcussont les seules bactéries à GRAM + 

aérotolérantes à ne pas posséder de système respiratoire (ni cytochrome, ni catalase) 

(DESMAZEAUD et DE ROISSART ,1994). 

Par ailleurs, il faut signaler que la plupart des bactéries lactiques  possèdent leurs propres 

moyens de défense contre la toxicité de l’oxygène (DESMAZEAUD et DE 

ROISSART ,1994): 

• elles  produisent une peroxydase flavinique en utilisant du NADH2comme 

réducteur, selon la réaction : 

NADH +H++ H2O2 NAD+ + 2H2O 

 Selon ANDERS et a l., (1970) ; SEELEY et VANDEMARK,(1951) ;GOTZ et 

al.,(1980 ); WALKER et KILGOUR,(1980) cités par DESMAZEAUD et DE 

ROISSART ,(1994), ce mécanisme est probablement le plus répandu chez les 

bactéries lactiques( lactocoque et entérocoque, lactobacilles mésophiles. 

•  elles synthétisent unesuperoxydedismutase à Mn qui catalyse l’élimination des 

radicaux libres d’oxygène selon la réaction : 

4 O- +2 H+  H2O2+O2
 

Cette enzyme réduit ainsi un peu la toxicité de l’oxygène(FRIDOVICH ,1979 

inDESMAZEAUD et DE ROISSART,(1994) .On la rencontre chez des lactocoques 

et des entérocoques (BRITTON et al. (1978) in DESMAZEAUD et DE 

ROISSART,(1994). 

• elles accumulent des ions Mn+2 qui en s’oxydant font disparaitre les radicaux libres  

d’oxygène.  

Ces deux derniers phénomènes ont été observés chez Lb. plantarum (KONO et 

FRIDOVICH,(1983) ; ARCHIBALD et FRIDOVICH, (1981) in DESMAZEAUD et 

DE ROISSART (1994). 

3.2.2.2. Observations microscopiques 

3.2.2.2.1. Examen à  l’état frais  

 Les  deux souches isolées se présentent  sous forme de coques  immobiles. 
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3.2.2.2.2.Examen après coloration de GRAM 

Après coloration de GRAM, une observation à l’immersion, au grossissement 1000, 

montre que les souches étudiées sont GRAM+ (en violet).Certaines sont isolées 

(monocoques), d’autres regroupées en diplocoques ou en chainettes (Photo2 et 3).  

Les observations macroscopiques et microscopiques sont complétées par des tests 

physicochimiques et  biochimiques. 

3.2.2.3.Identification physicochimique et  biochimique des souches 

isolées 

Les résultats de l’identification biochimique des souches isolée à partir du lait camelin 

et bovin sont mentionnés dans le tableau XIII. 

 

Photo 2: Souche de lactocoque après coloration de GRAM (lait camelin). (Gx 100) 

 

 

Photo 2: SIBOUKEUR A., 2011 
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Photo 3:Souche de lactocoque  après coloration de GRAM (lait bovin). (Gx 100) 

 

Les photos  4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 et 11 représentent  les résultats relatifs aux tests  

d’identification physico-chimiques des  deux souches isolées. 

On constate que les souches issues du lait de chamelle et celles issues du lait de vache 

présentent les même propriétés physico-chimiques et biochimiques. Elles  se comportent donc 

de la même manière. Ces résultats sont confortés  par ceux relevés dans la bibliographie pour 

l’espèce Lactococcus lactis  subsp lactis (DELLAGLIOet al., 1994)( Annexe 8). 

Les souches isolées dans le présent travail sont de type homofermentaire (absence de 

production de CO2 dans la cloche de Durham). 

Elles ne croissent pas à des concentrations de 6,5 % en NaCl  mais croissent à  des 

concentrations comprises entre 2 et  4 %. Cette inaptitude constitue une des caractéristiques 

des Lactococcus lactis  

Les deux souches  ne présente pas une croissance à pH  9.6 et présente une croissance à pH  

9.2. Ce caractère permet de distinguer l’espèce Lactococcus lactis  subsp lactis  des espèces   

Lactococcus lactis  subsp cremoris et Lactococcus lactis  subsp lactis diacetylactis . 

Elles sont capables de pousser à des  températures comprises entre 10°C et  40°C et 

incapables de se multiplier à 45°C. En plus de cela, ces souches hydrolysent l’arginine.  Elles 

Photo 3 : SIBOUKEUR A.,2011 
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ne  fermentent pas  les sucres suivants :   Man, Ino, Sor, Rha, Sac, Mel, Amy et Ara.La   

culture  de ces souches sur du lait au  bleu de Scherham est  positive (coagulation, 

décoloration et acidification). De tout ce qui précède et étant donné le milieu  sélectif utilisé 

(M17), il semblerait qu’ils s’agissent dans le cas des deux souches isolées, de l’espèce  

Lactococcus lactis. Le test de croissance à pH 9.6 et l’incapacité de fermenter  les  sucres, 

sont de nature àconfirmer qu’il s’agit de Lactococcus lactis  subsp lactis car  selon 

GUIRAUD,(1998),Lactococcus lactis  subsp lactis est la seule souche de lactocoques par 

rapport à Lactococcus lactis  subsp cremoris et diacetylactis qui ne se développe pas à pH 

9.6. 

Tableau XIII  :Identification biochimique des souches isolées à partir du lait camelin et bovin 

Tests Souche cameline Souche bovine 
Type fermentaire Absence de bulle de gaz dans 

la cloche 
Absence de bulle de gaz dans 
la cloche 

Croissance à 45°C - - 

Croissance à 40°C + + 

Croissance à 10°C + + 

Tolérance à 2% de NaCl + + 

Tolérance à 4% de NaCl + + 

Tolérance à 6.5% de NaCl - - 

Tolérance au pH  9.2 + + 

Tolérance au pH  9.6 - - 

Culture sur lait au bleu de 

Scherham 

+ + 

Hydrolyse de l’arginine + + 

Utilisation du Cit + + 

Fermentation de  Man - - 

Fermentation de  Ino - - 

Fermentation de  Sor - - 

Fermentation de  Rha - - 

Fermentation de  Sac - - 

Fermentation de  Mel - - 

Fermentation de  Amy - - 

Fermentation de  Ara - - 
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3.2.3. Identificationde l’espècecible  

Le milieu hypersalé de Chapman est un milieu sélectif,  indiqué pour la flore 

halotolérante telle que l’espèceStaphylococcus aureus (LARPENT et al.,1997).  

Après des tentatives d’ensemencement de différentes dilutions issues du lait bovin et 

du lait camelin, une colonie s’est développée dans l’une des boites ensemencées avec le lait 

bovin (dilution 100). La colonie en question présente  une taille de 4 mm, une couleur jaune 

dorée  avec un halo jaune(photo 12). Elle  est  catalase +. Ces résultats concordent  avec ceux 

de ABIDI (2002) et KERAMANE (2009) qui rapportent que les colonies de Staphylococcus 

aureuspossèdent une taille de 4 mm. 

Le jaunissement du milieu de culture (photo 12) est dû à la  dégradation  du mannitol 

par les staphylocoques, qui élaborent souvent leurs propres pigments dont la production 

s’accentue après la sortie des boites de pétri de l’étuve (MARCHAL et al., 1982). Cette 

souche appartient à la flore  de contamination et peut être issue d’une vache atteinte de 

mammites.  

L’absence de développement de la flore halotolérante dans le cas du lait de chamelle  

est probablement dû au système protecteur de ce lait. Selon SIBOUKEUR et al. (2002), le 

taux des Staphylocoques dans le lait de chamelle diminue durant l’entreposage et finit par 

s’annuler. Par ailleurs, ce germe présente un pH optimal  qui se situe entre 7 et 7.5(SUTRA 

,1998 in KERMANE,2009 ; ELILIOT,2001) ce qui n’est pas le cas du pH du  lait camelin. 

Dans le même contexte, une étude menée à Nouakchott sur 221 chamelles (Camelus 

dromedarius) à  différentes  périodes de lactation à savoir 24% en début de lactation , 27% en 

milieu de lactation  et 48 % en fin de lactation,  n’a pas pu  détecter de signe clinique de 

mammite(KANE et al., 2003). En outre la prévalence des mammites subcliniques  chez les 

chamelles des troupeaux suivis, a été de 44.33%. Sept genres bactériens : 

Streptococcus(42%), Staphylococcus(17%), Escherichia(12%), Micrococcus(11%), 

Pseudamonas(8%), Proteus(8%) et Enterobacter(2%)  ont été identifiés (KANE et al., 2003). 

 

 

 

 



 

 

 

Photo 4:Croissance  à

 

Photo 6:Croissance  àpH  9.2  
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Croissance  àpH  9.6   Photo 5:Type fermentaire

  

 Photo 7:Croissance en présence de 

2% deNaCl 
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Type fermentaire 

 



 

 

 

 

Photo 8:Croissance en présence de

  4% deNaCl  

 

Photo 10:Culture sur lait au

bleu de Scherham 
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Croissance en présence de  Photo 9: Croissance en 

    6.5 % deNaCl 

  

Culture sur lait au   Photo 11:Croissance à 40°C
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Croissance en présence de 

 

 

Croissance à 40°C 
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Photo 12 :Colonies issues  du lait  bovin ensemencé sur milieu Chapman   

 

Après une coloration de GRAM,  les cellules  sont colorées en  violet (Gram +) et elles 

sont regroupées en grappes de raisin (Photo 13).  Ce type de regroupement est une des 

principale caractéristiques du genre Staphylococcus ; le préfixe « staphyle » désigne grappe de 

raisin(KLOOS ,1980 ; JIN et al., 2004) 

 

Photo 13 : Colonies de Staphylococcus aureus  (G x 100) 

 

Photo 13 : SIBOUKEUR A., 2011 

Photo12 : SIBOUKEUR A.2011 



Résultats  discussion 

 

53 
 

3.2.4. Purification des souches   

Après 4 à 5  repiquages successifs des souches préalablement isolées,  nous avons 

obtenus des colonies pures de  Lactococcus lactis   subsp lactis   issus des laits des deux 

espèces et des  Staphylococcus aureus issus du lait bovin.  

3.3.Optimisation des conditions de culture de la souche productrice   

Cette étape est réalisée dans le but essentiel d’obtenir une production optimale de nisinev(fig. 

6). La production debactériocinesest  dépendante  physiologiquement de la croissancede la 

souche productrice (De VUYST  et LEROY, 2007). Celle-ci   est liée à l’activité métabolique 

de la souche,  elle même liée à la production d’acide lactique (BEALet al. ,1994) et donc à la 

diminution du pH 

3.3.1. Séparation de la biomasse  

Après  centrifugation à 8000 trs/min. à 4°C des cultures bactériennes et séparation de 

la biomasse, on récupère les différents lots de  surnageants (tableau V). Ces derniers 

dénommés SNC et SNB, respectivement pour le surnageant de la culture  de Lactococcus 

lactis  camelin etceluide la culture  de Lactococcus lactis  bovin, subissent une mesure de pH 

(fig. 7 et 8). 

3.3.1.1. Mesure du pH des surnageants    

Le pH initialement égale à 7.2 (pH du milieu M17), diminue après ensemencement  

par les souches purifiées de lactocoques (pH des surnageants) (fig.7 et 8). Ceci est le résultat 

du métabolisme du lactose par la souche de  Lclactissubsplactisafin d’assurer sa croissance. 

La dégradation du lactose conduit à la formation de lactate responsable de l’abaissement du 

pH. 

Le pH des SNC  se situe entre pH 6,13  (s /lot 2a) et pH 6 ,37 (s/lot 3a). Celui des SNB  

plus élevé puisqu’il se situe entre pH 6,20  (s /lot7b) et pH 6 ,69 (s/lot 8b), semble indiquer 

que le métabolisme des souches Lc  camelin est relativement  plus intense. Ce résultat est de 

nature à penser  que les souches de  Lc camelins présenteraient une activité métabolique plus 

importante que celles des Lc bovins.   
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3.3.1.1.1.Mesure du pH des surnageants  de culture de Lc 

camelin en fonction de la durée d’incubation  (SNCa et SNCb) 

• pH des SNCa 

Le  s/lot2a des surnageants de la culture  de Lactococcus lactis  camelin incubée 

pendant 18 heures (SNCa)  présente le pH le plus faible (pH 6,13) et le s/lot 3a  le pH  le 

plus élevé (pH 6.37).  

En comparaison avec le témoin a (s/lot1a : sans add. de Glc et en culture pure),  il 

semblerait que la supplémentation du milieu M17 avec du Glccose (s /lot 2a) permet une 

meilleure croissance de la souche alors que le stress provoqué par l’addition des 

staphylocoques, l’entrave (s/lot 3a).  

Le  s/ lot 4a représente un cas intermédiaire, avec un comportement similaire à celui 

du témoin 1a. 

• pH des SNCb 

 Après 24 heures d’incubation l’activité métabolique des Lc est maximale (s /lot 1b)  

par rapport au témoin1 a (s /lot 1a),puisque le pH est égale à 6,17.Cela peut être expliqué par 

l’augmentation de la croissance de la souche  cultivé  en milieu M17 non additionné de 

Glccose et en culture pure, avec le temps. 

Le s/lot 4 b est caractérisé par un pH égale à  6 ,33 donc plus élevé par rapport au s/lot 

1b (témoin 1b). Cela suppose que l’activité métabolique de la souche y  est moins intense.     

Les comportements des s/lot2b et s/lot3b se rapprochent  entre eux et avec celui  du 

témoin 1a.  Donc l’addition de Glc et/ ou  de staph. ,  semble ne pas avoir un effet certain sur 

la croissance de la souche productrice. 

Il ressort de ce qui précède que : 

• L’addition du Glc dans une culture de  Lc  incubé pendant 18 heures augmente  

sa croissance ; 

•  le prolongement de la durée d’incubation à 24 heures avec l’addition du 

Glccose  n’a pas un effet sur la croissance de la souche ; 

• le stress provoqué par l’addition des staph. (culture mixte avec les Lc) avec une 

incubation pendant 18 heures diminue la croissance de ces derniers ; 



 

 

• le prolongement de la durée d’incubation à 24 heures d’une culture mixte n’a 

aucun effet sur la croissance des Lc

 

Figure 7: Valeurs

a: incubation pendant 18h

Figure 8 :Valeurs du pH des 

a: incubation pendant 18h
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le prolongement de la durée d’incubation à 24 heures d’une culture mixte n’a 

aucun effet sur la croissance des Lc ; 

: Valeurs du pH des lots de surnageant(SNC) 
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le prolongement de la durée d’incubation à 24 heures d’une culture mixte n’a 
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3.3.1.1.2.Mesure du pH des surnageants  de culture de Lcbovin 

(SNBa et SNBb) 

• pH des SNBa 

Le  s/lot 6a des surnageants de la culture  de Lactococcus lactis  bovin incubée 

pendant 18 heures (SNBa)  présente le pH le plus faible(pH 6,21) et le s/lot 5a  ( témoin 

5a), le pH relativement le plus élevé (pH 6.5). Donc l’addition du Glc semble améliorer la 

croissance des Lc bovins. 

Les s /lot 7a, s /lot 8a présentent des pH comparables (pH 6,28 et 6,24 

respectivement)au pH dus/lot 6a des SNBa qui est le plus faible(pH 6,21). Cela montre 

que l’addition du Glccose et/ou des staph.améliore la croissance des Lc. 

• pH des SNBb 

Le  s/lot7b  présente   un pH comparable à celui du témoin5 b  (s/lot5b).Ces valeurs étant            

les plus faibles(6,20 et 6,21 respectivement), dénotent une  activité métaboliquedonc une 

croissance des Lc maximale.Comparativement au témoin 5a, les/lot7b   ets/lot5b indiquent 

une croissance  plus grande des Lc.Le s/lot 8b présente le pH le plus élevé (pH 6,69) doncune  

activité métaboliqueminimale, ce pH étant proche de celui du pH initial du milieu M17 (7,2). 

Il ressort de ce qui précède que : 

• l’addition du Glc et/ou les staph.  semble améliorer la croissance des Lc bovins 

dans la  culture de Lc incubée pendant 18 heures (SNBa) ; 

• la croissance des Lc bovins incubés  pendant 24 heures (SNBb), dans une culture 

pure additionnée de Glc ou dans une culture mixte additionnée de Glc) semble 

entraver la croissance des Lc. Etant donné que l’addition seule  des staph.,semble 

améliorer  la croissance de la souche productrice, nous pouvons penser que 

l’inhibition de la croissance desLc bovins est due à la présence du Glc ; 

• enfin dans le cas des Lc bovins, le passage de la durée d’incubation de 18 heures à 

24 heures d’une culture pure et sans addition de Glc (témoin 5b)améliore la 

croissance des Lc. 

 

3.4.Neutralisation des SNC et SNB : étude de l’activité antimicrobienne de la 

bactériocine 
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Pour éliminer l’effet inhibiteur de l’acidité produite par les souches de Lc, à l’égard de 

la souche cible  (Staphylococcus aureus), le pH des surnageants subit une neutralisation par  

NaOH 5N préalablement stérilisée.     

L’activitéantibactérienne de la nisine susceptible d’être contenue dans les surnageants 

a été étudiée selon trois tests: test des puits, des spots et des disques. La présence d’une 

activité antibactérienne est déterminée par l’apparition d’une zone d’inhibition (ZI).  

3.4.1. Test des  puits  

 Pour le test  des puits, aucune ZI n’est apparue (Photo 14). Ces résultats sont 

comparables à ceux rapportés par  KERAMANE,(2009).  Cet auteur ayant  testé  le 

surnageant natif (pH entre 5.7 et 6.2) et  le surnageant neutralisé de  neuf souches de 

lactocoques bovines à l’égard de 10 souches de Staphylococcus, n’a relevé aucune zone 

d’inhibition. Dans le même ordre d’idée, HOLO et al.,(2002) rapportent que la production des 

bactériocines dans un milieu liquide est très faible alors que sa production en milieu solide est 

importante.  En plus de cela  les bactéries lactiques ont un fort potentiel à fixer de grandes 

quantités de peptides cationiques, tels que les bactériocines, probablement sur les acides 

teichoiques et lipoteichoiques chargés négativement de leur  paroi (HOLO et al. 

2002 ;RAJARAM et al.,(2010) ; SHARMA et al., 2010). Cela peut être une cause de 

l’absence de zone d’inhibition par non biodisponibilité possible  de la nisine qui serait  restée 

dans le culot. 

Par ailleurs, la souche de Staphylococcus aureus était cultivée en surface et  la 

diffusion du surnageant s’est effectuée  en profondeur. A cet effet, nous supposons que la 

nisine contenue dans le surnageant n’a pas pu entrer  en contact avec la souche cible ou  que  

son taux  était insuffisant.  

Une faible concentration de nisine dans le surnageant peut être une autre cause de 

l’absence de ZI. Dans le même contexte, LYON et  GLATZ, (1993), ont trouvé que la 

production depropionicine PLG-1 par les bactéries probioniques était si faible que  l’activité 

antibactérienne n’a pas pu être  détectéequ’après une concentration du surnageant. 

 

 



 

 

Photo 14: Étude de l’activité antibactérienne de la nisine par le test des

3.4.2.Test des spots

 La recherche de l’effet de la nisine sur la souche cible par le test des spots n’a montré  

de ZIdans  aucune boite de pétri

parKERAMANE  (2009) pour

ROSSLAND et al.(2003),ayant

lactis  à l’égard deBacillus cereus

entre les souches d’une même espèce

ailleurs, ÇADIRCI et CITAK (2005), dans

bactériocines, suggèrent un contrôle de 

adaptée pour la recherche de cette 
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Étude de l’activité antibactérienne de la nisine par le test des

Test des spots  

La recherche de l’effet de la nisine sur la souche cible par le test des spots n’a montré  

de ZIdans  aucune boite de pétri. Ces résultats sont comparables à ceux obtenus 

(2009) pour  des   souches utilisées pour un test pr

ayant testé l’activité antimicrobienne des souches de   

Bacillus cereus, il existerait  une différence de comportement 

entre les souches d’une même espèce de Lactococcus lactis (variation intra

ÇADIRCI et CITAK (2005), dansune étude de l’activité antibactérienne des 

suggèrent un contrôle de la méthode des spots par celle des disques

cette activité dans le surnageant. 
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Étude de l’activité antibactérienne de la nisine par le test des puits 

La recherche de l’effet de la nisine sur la souche cible par le test des spots n’a montré  

Ces résultats sont comparables à ceux obtenus 

des   souches utilisées pour un test préliminaire D’après 

testé l’activité antimicrobienne des souches de   Lactococcus 

de comportement  d’inhibition 

(variation intra-espèce). Par 

étude de l’activité antibactérienne des 

par celle des disques, plus 



 

 

Photo 15 :Étude de l’activité antibactérienne de la nisine par le 

                       3.4.3. Méthode des disques 

Les tests par la méthode des disques a permis  de   mettre en évidence

antibactérienne (photos16). En effet, dans t

ZI. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 

6 et 8 mm, enregistrés dans la présente étude sont relativement petits par  rapport à ceux 

rapportés par la littérature (KERAMANE

Ce résultat peut avoir pour origine, la possibilité d’adsorption partielle  des molécules 

peptidiques  de nisine sur la paroi des Lc  et donc son élimination avec le culot 

2002 ;RAJARAM et al., (2010)

concentration de la nisine dans le 

des zones d’inhibition varie selon le type de milieu de culture utilisé e

comme souche indicatrice ou souche cible

   Néanmoins, l’apparition de 

à l’égard de la souche de Staphylococcus aureus

bovin.Rappelons que l’inhibition due 

celle de H2O2, a été  levée par la neutralisation des SN, et par la propriété catalase + de la 

souche cible ; le diacétyl ayant une activité  in

contre les GRAM positif. Cela signifie que l’apparition des ZI est due uniquement à la  

production de bactériocine (type nisine) par  

lait des deux espèces. 
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Étude de l’activité antibactérienne de la nisine par le test des spots

éthode des disques  

par la méthode des disques a permis  de   mettre en évidence

En effet, dans toutes les boites de pétri, on observe l’apparition de 

ZI. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau XIV . Les diamètres des ZI situés entre 

6 et 8 mm, enregistrés dans la présente étude sont relativement petits par  rapport à ceux 

(KERAMANE ,2009 ; DOUMANDJI, 2010). 

Ce résultat peut avoir pour origine, la possibilité d’adsorption partielle  des molécules 

peptidiques  de nisine sur la paroi des Lc  et donc son élimination avec le culot 

(2010) ; SHARMA et al., 2010).  Il peut être au

concentration de la nisine dans le surnageant (HOLO et al,. 2002) . Par ailleurs, le diamètre 

des zones d’inhibition varie selon le type de milieu de culture utilisé e

comme souche indicatrice ou souche cible(TRIAS et al., 2008). 

’apparition de ZI,   indique qu’il existe un effet antibactérien de

Staphylococcus aureusisolée à partir d’un 

l’inhibition due à la  production  d’acides organiques, d

a été  levée par la neutralisation des SN, et par la propriété catalase + de la 

; le diacétyl ayant une activité  inhibitrice contre les GRAM négatif plutôt que 

contre les GRAM positif. Cela signifie que l’apparition des ZI est due uniquement à la  

production de bactériocine (type nisine) par  Lactococcus lactis  subsp lactis 
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test des spots 

par la méthode des disques a permis  de   mettre en évidence une activité 

de pétri, on observe l’apparition de 

. Les diamètres des ZI situés entre 

6 et 8 mm, enregistrés dans la présente étude sont relativement petits par  rapport à ceux 

Ce résultat peut avoir pour origine, la possibilité d’adsorption partielle  des molécules 

peptidiques  de nisine sur la paroi des Lc  et donc son élimination avec le culot (HOLO et al,. 

2010).  Il peut être aussi du à la faible 

Par ailleurs, le diamètre 

des zones d’inhibition varie selon le type de milieu de culture utilisé et  l’espèce utilisée 

rien des SNC et SNB 

isolée à partir d’un échantillon de lait 

organiques, du diacétyle et 

a été  levée par la neutralisation des SN, et par la propriété catalase + de la 

hibitrice contre les GRAM négatif plutôt que 

contre les GRAM positif. Cela signifie que l’apparition des ZI est due uniquement à la  

lactis isolée à partir du 



 

 

Photo 16 : Apparition des ZI par le test des disques

Tableau XIV: Diamètre de ZI

Lot N° Sous lot

1 a 

b 

2 a 

b 

3 a 

b 

4 a 

b 

5 a 

b 

6 a 

b 

7 a 

b 

8 a 

b 
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Apparition des ZI par le test des disques  (cas du s/lot 1b)

: Diamètre de ZI 

Sous lot Traitement Ø (

Glccose Staphylococcus 

- pure 

- pure 

+ pure 

+ pure 

- mixte 

- mixte 

+ mixte 

+ mixte 

- pure 

- pure 

+ pure 

+ pure 

- mixte 

- mixte 

+ mixte 

+ mixte 
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du s/lot 1b) 

Ø (mm) 

6 

8 

6 

6 

8 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

7 

6 

6 

7 



Résultats  discussion 

 

61 
 

              D’après les résultats des tests d’antagonisme par les disques, on remarque que la 

culture mixte sans addition de Glccose  incubée pendant 18 heures de Lactococcus lactis 

subsplactis  issue à partir du lait camelin(s /lot3a) a donné des  ZI relativement plus grandes 

par rapport aux autres sous lots (fig.9 et 10). Les même résultats sont observés pour la souche 

isolée à partir du  lait bovin, mais les  zones d’inhibition de la souche cameline sont 

légèrement plus grandes que celles bovines (8 mm versus 7 mm). Il semblerait que la nisine 

cameline serait plus efficace  que la nisine bovine à l’encontre Staphylococcus aureus.  

L’addition de la souche de Staphylococcus aureus a probablement  incité la souche de 

Lactococcus lactis subsplactis    à produire plus de nisine dans un intervalle de temps 

relativement réduit. Ces résultats concordent avec  ceux évoqués par les auteurs consultés. En 

effet , HENG et al.,(2007), rapportent que  la production de bactériocine peut croitre quand 

les cellules productrices subissent un stress nutritionnel ou environnemental. 

3.4.3.1. Activité antibactérienne des SN 

3.4.3.1.1. Activité antibactérienne des SNC 

 Parallèlement à une croissance minimale (pH 6, 37) des Lc, la figure 11 indique que le s/lot 

3a présente la plus grande ZI (8mm) parmi les SNCa . Parmi  les SNCb, le s /lot1b (témoin 

1b) présente la ZI la plus grande avec une croissance plutôt maximale  des Lc (pH 6, 17). 

A partir de ces constatations expérimentales, il semblerait que : 

• Lc camelins soumis à un  stress (add. des staph.) produisent de la  nisine en plus grande 

quantité. Bien que la cette production soit meilleure,la croissance de la souche 

productrice est quelque peu entravée pour des  cultures  incubées pendant 18 heures ; 

• une durée d’incubation plus élevée (24heures) et sans provocation de stress ni 

d’addition de Glc, donne une ZI plus grande avec une meilleure croissance des Lc.  

Ce résultat semble en accord avec celui de SIBOUKEUR (2007)et SIBOUKEUR et MATI 

(2008) selon lequel, le suivi de l’évolution de la flore de contamination , halotolérante en 

l’occurrence,  durant l’entreposage à la température ambiante ( 30°C en moyenne)  a permis 

de mettre en exergue l’aspect auto-épuratif particulièrement  efficace de ce lait. L’étude 

microbiologique entreprise par les mêmes auteurs, montre que le taux de cette flore 

halotolérante  diminue durant les trois premiers jours de l’entreposage alors  que celui des 

bactéries lactiques à tendance à augmenter. Ce résultat met en exergue  la part des 

bactériocines dans le système protecteur particulier du lait camelin composé par les protéines 

lactosériques, les acides organiques…. 



 

 

 

Figure 9 : Diamètre

a: incubation pendant 18h  b: incubation pendant 24h

 

 

Figure10 : Diamètre

a: incubation pendant 18h  b: incubation pendant 24h
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: Diamètres des zones d’inhibition,obtenus avec  la nisine bovine

a: incubation pendant 18h  b: incubation pendant 24h 

b

8

6 6 6

lot 1

lot 2

lot 3

lot 4

b

6 6

7

66

7

Résultats  discussion 

62 

 

la nisine cameline 

 

 

la nisine bovine 

 

lot 5

lot 6

lot 7

lot 8



Résultats  discussion 

 

63 
 

3.4.3.1.2.Activité antibactérienne des SNB 

D’après la figures 12on remarque que le s/lot7a présente la plus grande ZI (7mm) parmi les 

SNBa avec une bonne croissance des  Lc (pH 6, 28).Parmi  les SNBb, le s /lot8b présente la 

ZI la plus grande avec une croissance minimaledes Lc (pH 6, 69).  

A partir de ces constatations expérimentales, il semblerait que : 

• le stress des Lc bovins  par l’additiondes staph.  engendre  une meilleure production de 

nisine et améliore leur croissance en culture  incubée pendant 18 heures ; 

• le prolongement de la durée d’incubation à 24heures  avec addition de Glc  et de 

staph. donne une ZI plus grande avec une croissance minimale des Lc.  

D’après les figures 11 et 12,  on remarque que pendant une incubation de 18 heures, le stress 

des Lc bovins et camelins provoqué par l’addition des staph., provoque une augmentation de 

production de nisine  et une amélioration de croissance observée pour les Lc bovins 

seulement. Dans le cas des Lc camelins le stress provoqué par  addition des staph., ne semble 

pas être indispensable pour la production de nisine pour une culture incubée pendant 24 

heures. Le prolongement de la durée d’incubation d’une culture pure et sans l’addition du Glc 

suffit apparemment  pour avoir ne bonne production de nisine.  

Par contre, dans le lait bovin l’addition des staph ne semble pas inhiber la croissance des Lc. 

Les mammites  étant très fréquentes chez les vaches (LARPENT,1997), par rapport  aux 

chamelles chez lesquelles les cas  de mammites rapportées sont faibles (KANE et al., 2003), 

le lait bovin est plus habitué aux attaques par l’espèce Staphylococcus aureus et la croissance 

des Lc. bovins ne semble, par conséquent,  pas très gênée .  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Figure 11 : Diamètres des zone

a: incubation pendant 18h  b: incubation pendant 24h

 

 

Figure 12 : Diamètres des zone
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Discussion générale  

Les échantillons de laits, camelin et bovin collectés présentent un pH de l’ordre  6.65 

± 0.25 et 6.68 respectivement. Bien que leurs pH soient comparables, le lait camelin  présente 

une acidité Dornic moins élevée  que le lait bovin (14,5 °D ± 1, 37 versus 16,75°D). Ceci  est 

du à l’effet tampon plus prononcé qui caractérise le lait camelin. (ABU- TARBUSCH 

(1996) ;  KONUSPAEVA, 2007 ; SIBOUKEUR 2007).  

La densité des  échantillons de lait de vache égale à 1.032 en moyenne,  est  plus 

élevée que celle du lait de chamelle égale à 1.023 ±  0.0047. La densité relativement plus 

faible du lait camelin est  en rapport avec sa teneur en matière sèche, elle même fortement liée 

à la fréquence d’abreuvement. Représentant une de ses caractéristiques, elle pose un problème 

pour sa transformation en fromage (SIBOUKEUR, 2007). 

 Les analyses microbiologiques ont montré que les  échantillons de lait camelin 

analysés sont  de bonne qualité hygiénique. KAMOUN(1990) ; YAGIL(1994) et d’autres 

auteurs s’accordent sur le fait que la qualité bactériologique du lait camelin peut être 

irréprochable si la traite est effectuée dans les conditions hygiéniques requises. 

Les observations macroscopiques, microscopiques, ainsi que les différents tests 

physico-chimiques et biochimiques ont permis d’identifier  la souche isolée sur milieu M17 

pour ses propriétés de production de bactériocines,  comme appartenant à l’espèce 

Lactococcus lactis  subsp lactis.  

La souche cible n’a pu être isolée qu’à partir d’un des échantillons de lait bovin 

ensemencé sur un milieu sélectif. Les observations, macroscopiques et  microscopiques ont 

permis de l’identifier comme étant une souche de Staphylococcus aureus. Cinq repiquages 

successifs en stries d’épuisement sur le même milieu ont permis d’obtenir une souche pure. 

L’absence de germes  de Staphylococcus aureus dans le lait camelinest probablement  dû  à 

son système protecteur particulièrement  puissant contre la flore halotolérante(SIBOUKEUR 

et al., 2002). Par ailleurs, ce germe présente un pH optimal de croissance qui se situe entre 7 

et 7.5, cas des laits mammiteux(SUTRA ,1998 in KERMANE,2009 ; ELILIOT,2001). Ceci  

n’est pas le cas du pH du  lait camelin. Dans le même contexte,KANE et al.,(2003)n’ont pas 

pu  détecter de signe clinique de mammites lors d’ une étude menée à Nouakchott, sur 221 

chamelles (Camelus dromedarius).  
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        La production debactériocines étant physiologiquement dépendante  de la croissance  de 

la souche productrice (De VUYST  et LEROY, 2007), une optimisation des conditions de 

culture de celle-ci est réalisée dans le but essentiel d’obtenir une production optimale de 

nisine. La croissance de la souche dépend de son activité métabolique liée, elle-même, à la 

production d’acide lactique (BEALet al. ,1994) et donc à la diminution du pH.  Le pH  des 

SN étant plus faible (entre pH6,13 et pH 6,69)  que celui du milieu de culture M17 (pH7,2), 

indique une croissance des Lc par le métabolisme du lactose . Globalement, le pH des SNC  

est légèrement plus faible que celui des SNB après mise en culture des Lc suivie d’une 

centrifugation. Cela semble indiquer que la croissance des souches Lc  camelins est 

relativement  plus grande. 

Pour une culture de  Lc  camelins,  incubée pendant 18 heures, les résultats 

obtenus semblent indiquer que l’addition de Glc, permet l’amélioration de  leur croissance 

alors que le stress (culture mixte) l’entrave. Le prolongement de la durée d’incubation à 24 

heures avec l’addition de Glccose ou de staph. semble par contre,  sans effet  sur  la 

croissance de la souche. Enfin dans le cas des Lc camelins, le passage de la durée 

d’incubation de 18 heures à 24 heures d’une culture pure et sans addition de Glc 

(témoin 1b) améliore la croissance des Lc. 

Pour une culture de  Lc  bovins,  incubée pendant 18 heures, l’addition de Glc 

et/ou les staph.  semble améliorer leurs croissance. Le prolongement de la durée d’incubation 

à 24 heures d’une culture pure additionnée de Glc ou celui  d’une  culture mixte additionnée 

de Glc) semble entraver la croissance des Lc. Etant donné que l’addition des staph. seulement,  

semble améliorer  la croissance de la souche productrice, nous pouvons penser que 

l’inhibition de la croissance des Lc bovins est due à la présence du Glc. Enfin comme dans le 

cas camelin,  le passage de la durée d’incubation de 18 heures à 24 heures d’une culture 

pure de Lc  bovins, sans addition de Glc (témoin 5b) améliore leur  croissance. 

Les tests d’antagonisme  de la nisine à l’encontre des staph. par les deux méthodes à 

savoir test des puits et des spots n’ont pas donné de ZI. A cet effet, plusieurs raisons peuvent 

être suggérées : 

- L’adsorption de la nisine sur la paroi des cellules productrices, entrainant une faible 

concentration de ce peptide antibactérien dans les SN ; 

- la faible production  de la nisine dans le  surnageant ; 

- l’absence  d’un contact direct entre la souche cible et les SN. 
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        Le test des disques a permis au contraire, de mettre en évidence la présence 

d’antagonisme. La culture pure et sans addition de Glccose, incubée  pendant 24 

heures(témoin1b ou s/lot 1b)  et la culture pure additionnée de staph. et incubé pendant 

18 heures ont permis de donner  les plus grandes  ZI (Ø = 8mm) en ce qui concerne les 

SNC. Dans le cas des SNB, le même résultat est obtenu pour la culture incubée pendant 

18 heures (Ø = 7mm). Pour celle incubée  pendant 24 heures, les plus grandes ZI (Ø= 

7mm) sont obtenues, en culture mixte sans addition de Glccose. 

Les différents résultats obtenus mettent en  évidence la possibilité de l’existence d’une 

relation entre la croissance des Lc et la production de nisine. De même qu’ils indiquent que 

la production de nisine par les souches Lc  camelins est relativement  plus grande (Ø ZI 

= 8mm versus Ø ZI = 7mm). 

� Dans le cas des Lc camelins : 

• Pour  une incubation de 18 heures, la croissance des Lc  camelins ne suit pas la 

production de nisine en cas de stress provoqué par l’addition des 

staphylocoques, étant donné que dans ce cas, la production de nisine est 

maximale (Ø ZI = 8mm)  et la croissance des Lc est minimale (pH 6 ,37). 

Donc, la production de nisine par les Lc semble se faire dans ce cas, au 

détriment de leur croissance. 

• Pour  une incubation de 24 heures, une meilleure croissance (pH 6,17) et 

une meilleure production de nisine (Ø ZI = 8mm) sont enregistrées.  

� Dans le cas des Lc bovins : 

• Pour  une incubation de 18 heures, contrairement au lait camelin,  la croissance 

des Lc(pH 6 ,28) ne semble pas être gênée  par le stress puisqu’elle suit la 

production de nisine(Ø ZI = 7mm). 

• Pour  une incubation de 24 heures,  la culture avec addition de Glc  et de staph. donne 

une ZI plus grande (Ø ZI = 7mm) avec une croissance minimale des Lc(pH 6 ,69).   
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Conclusion  

Le lait camelin se distingue  par un système protecteur particulièrement efficace par 

rapport aux laits des autres espèces. Ce dernier est lié à l’existence en quantités très 

appréciables, de protéines protectrices contenues dans le lactosérum (le lysozyme, les 

immunoglobulines,la lactoperoxydase, la lactoferrine,le PP 3), par du peroxyde 

d’hydrogène ;par des acides organiques. 

 La présente étude montre que ce système naturel est renforcé par l’action non 

négligeable  de la nisine produite par l’espèce Lactococcus lactis  subsp lactis .  Cette 

bactériocine est particulièrement  efficace contre une espèce susceptible de contaminer 

accidentellement  le lait  Staphylococcus aureus et qui selon  de nombreux auteurs a 

acquis une grande résistance aux  antibiotiques.Il semble que  l’effet synergique, des 

protéines lactosériques , des acide organiques , de H2O2  et la nisine, soient responsables 

de l’effet auto-épuratif du lait camelin entreposé, et qui  peut durer quelques  jours. Cet 

effet existe dans le lait bovin, mais il ne dure qu’une heures  . 

 Enfin au terme de cette modeste étude, nous pensons, qu’il serait intéressant de :  

� D’approfondir l’étude sur l’optimisation de la production de nisine en jouant sur la  

nature du milieu de culture, la concentration de l’inoculum, la température  et la 

durée d’incubation,  la souche  cible utilisée … ;  

� déterminer la concentration  minimale inhibitrice (CMI) ; 

�  concentrer la nisine par lyophilisation  ou par purification en vue d’une large  

utilisation dans le secteur agro-alimentaire et   cosmétique.  
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Annexe 1 : Production mondiale du  lait de  chamelle 

Tableau I : Production laitière caméline (en tonnes de lait) (ANONYME 1,2002) 

Pays Tonnes de lait 

Afghanistan 8 100 

Algérie 8 000 

Arabie saoudite 89 000 

Chine 14 400 

Djibouti 5 900 

Emirats arabes unis 33 400 

Erythrée 5100 

Ethiopie 22 450 

Iraq 672 

Kenya 25 200 

Jamahiriya arabe libyenne 2 000 

Mali 54 900 

Maroc 3900 

Mauritanie 21 500 

Mongolie 1 000 

Niger 10 800 

Qatar 13 300 

Somalie 850 000 

Soudan 82 250 

Tchad 21 800 

Tunisie 1 000 

Yémen 9 500 

Total 1 283 672 
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Annexe2 :Acidité Dornic 

1. Réactif  

- Solution d’hydroxyde de sodium( NaOH) : solution titrée (0.11N) soude Dornic.1 ml de 

cette solution correspond à 0.01g d’acide lactique. Elle peut être préparée en diluant à 1000 

ml, 111ml de solution d’hydroxyde de sodium 1N. 

-Phénolphtaléine : solution à 1g dans 100ml d’éthanol à 95-96% 

2. Appareillage :  

-matériel courant de laboratoire : 

-Burette  graduée en 0.05 ml ou0.1ml 

-Erlenmeyer 100ml 

-Pipette de 10 ml  

- Balance de précision 

3.Mode opératoire 

- Dans un erlenmeyer introduire 10 ml de lait (ou peser 10g de lait à 0.001g près) 

-Ajouter 0.1ml de la solution de phénolphtaléine 

- Titrer par la solution d’hydroxyde de sodium jusqu’au virage au rose. On considère que le 

virage est atteint lorsque la coloration rose persiste pendant une dizaine de 

secondes(AFNOR ,1980 in ABIDI,2001.) 

� acidité normale : 15 à 17° D pour un lait cru (GUIRAUD,1998) 

                                        14 à 16°D pour un lait pasteurisé 

� acidité augmentée (fermentation lactique ou  addition de K2Cr2O7) 

                                         26°D : lait coagulant par chauffage 

                                         70°D : lait coagulant à température ordinaire 

� acidité diminuée (addition de NaHCO3 ou Na2CO3) 

 

 



Annexes 

 

III  
 

4.Expression des résultats   

L’acidité  est exprimée en grammes d’acide lactique par litre du lait 

A= 10 x V1/Vo 

Vo : volume de lait de la prise d’essai, en ml 

V1 :volume de la solution d’hydroxyde de sodium en ml 

A/ Acidité  

Si l’on veut exprimer l’acidité en degré  Dornic (D° on multiplie le volume de la solution 

d’hydroxyde de sodium (0.11N) par 10 (A= 10 x (10xV1)/Vo) 
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Annexe3 : Test de la réductase 

1.Réactif  

-Bleu de méthylène 0.5% 

2.Appareillage 

-Bain marie à 37°C 

-10 tubes à essais munis de bouchon 

-Bêcher 100ml 

-Pipette de 10 ml  

3. Mode opératoire 

-Dans un tube, mettre  1 ml de la solution de bleu de méthylène 0.5%  dans 10 ml de lait cru 

-Agiter le tube manuellement 

-Placer  le tube dans un bain marie à 37°C 

-Noter avec précision le temps de cette immersion. Le niveau du bain marie doit être 

supérieur à celui du lait dans le tube. 

-Suivre la réaction toutes les demi-heures. Les tubes décolorés sont retirés et le temps 

d’apparition de la décoloration doit être noté. Ceux dont le contenu reste bleu sont retournés 

une seule fois chaque demi- heure et soumis à une incubation plus prolongée jusqu’à 

disparition de teinte bleutée. Il persiste souvent une zone colorée au contact du lait avec l’air ; 

ne pas en tenir compte pour l’interprétation(LARPENT et al.,1997). 

 Selon  LARPENT et al.,1997   on peut approximativement estimer les résultats du test de 

bleu des méthylène de  la façon suivante : 

Durée de décoloration en 

heures 

Nombre de germes/ ml Qualité du lait 

5 heures et plus 

2 à4 heures 

Moins de 2 heures 

100.000 à 200.000 

200.000 à 20000.000 

2à 10 millions 

Bonne 

Bonne à passable 

insuffisante 
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La réfrigération du lait à la ferme, son transport en citernes isothermes obligent à modifier la 

technique recommandée ci-dessus. Le maintien du lait des températures voisines  de + 4°C 

pendant 1à 2 jours prolonge considérablement la durée de réduction des colorants. Il valorise 

l’interprétation de la qualité bactériologique du produit qui, en fait, n’est pas toujours 

meilleure. Il est donc conseillé de soumettre les laits réfrigérés  à une préincubation à +13°C 

durant  18 heures avant de pratiquer la recherche du temps de réduction du bleu de méthylène. 

 Le tableau ci- dessous représente les résultats obtenus qui  se rapproche davantage de ceux 

obtenus avec les laits crus non refroidis (LARPENTet al.,1997).  

Durée de décoloration en heures Nombre de germes / ml 

5 heures 12 à 20.000 

4 heures 30 à 50.000 

2 heures 1 à 2 millions 

1 heure  6 à 10 millions 
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Annexe 4 : Préparation des dilutions 

La dilution est réalisée afin de diminuer le nombre de colonies. Le meilleur résultat  (colonies 

isolées) est statistiquement obtenu pour des boites comportant entre 30 et 300 

colonies(MADIGAN et al.,2007). 

1ml  de lait camelin ou bovin  collecté est  prélevée aseptiquement à l’aide d’une pipette 

préalablement  stérilisée. On aspire et on refoule le lait au moins une fois dans la pipette,  

avant d’effectuer le prélèvement. La pipette ne doit pas être plongée de plus de 1 à 2 cm dans 

le lait. 

La prise d’échantillon est introduite aseptiquement dans un tube contenant 9 ml de diluant. La 

pipette ne doit pas entrer en contact avec le diluant. 

Le tube est agité doucement mais suffisamment pour rendre la dilution homogène. Il faut 

éviter le barattage survenant au cours d’une agitation trop violente. 

A d’une nouvelle pipette stérile, aspirer et refouler le mélange à plusieurs reprises et prélever 

1 ml de la première dilution (1/10), la pipette plongeant de 1 à 2 cm dans le liquide. Le 

millilitre de dilution est introduit dans un deuxième tube contenant 9 ml de diluant, on obtient 

ainsi la dilution au 1/100. 

Une troisième opération est effectuée de la même manière afin d’obtenir une dilution au 

1/1000. Une quatrième opération est réalisée afin d’obtenir une dilution de 1/10000.Une 

nouvelle pipette stérile est employée pour chaque temps de ces dilutions(TERROINE ,1961).  
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Annexe5: Composition du M17 

La composition est (g/l)(LARPENTet al.  ,1997): 

-peptone de soja   5 

-peptone de viande   2.5 

-peptone de caséine    2.5 

-Extrait de levure   2.5 

-Extrait de viande    5 

-lactose             5 

-Acide ascorbique    0.5                     

-Glycérophosphate de sodium  19 

-Sulfate de magnésium   0.25 

-Agar           15 

-eau distillée       1000 ml 

 Le milieu est stérilisé 20 minutes à 110°C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexes 

 

VIII  
 

Annexe 6 : Composition du n milieu Chapman 

Pour les staphylocoques on utilise le milieu Chapman  qui est utilisé spécifiquement pour les 

bactéries halotolérantes. Sa composition (g/l) est (LARPENTet al.  ,1997) : 

- Peptone    10 

- Extrait de viande      1 

- NaCl     75 

-Mannitol    10 

-Agar     11 à 18 

-Rouge de phénol   0.025 

-Eau distillée      1000 ml 

Le milieu est stérilisé 20 minutes à 110°C. 
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Annexe 7 : Coloration de Gram 

Préparation de frottis 

Au moyen d'une boucle d'inoculation, on dépose un peu d'eau sur une lame porte objet propre, 

puis on mélange à cette eau un tout petit peu de matériel prélevé sur une colonie pour obtenir 

une suspension de cellules. Avec la même boucle, on étale cette suspension sur une surface 

d'un ou deux centimètres carrés et on laisse sécher – on obtient un frottis .Le frottis est ensuite 

fixé par deux passages rapides dans la flamme d'un bec bunsen. 

Le frottis fixé à la chaleur est coloré pendant une minute au violet de cristal ; il est ensuite 

rincé rapidement à l'eau courante, traité pendant une minute par la solution de lugol (solution 

aqueuse d'iode et d'iodure de potassium)et de nouveau rincé rapidement (SINGLETON,2004).          

On soumet alors le frottis coloré à une étape de décoloration en le traitant avec un solvant 

comme l'éthanol (95%), l'acétone ou l'acétone iodée. Il s'agit là de l'étape critique : la lame est 

maintenue inclinée et on fait couler le solvant sur le frottis  pendant 1 à 3 secondes seulement, 

jusqu'à ce que le colorant cesse de s'échapper librement du frottis. Celui –ci est alors 

immédiatement rincé à l'eau courante. A ce stade, les cellules GRAM-négatives seront 

incolores, les cellules GRAM- positives violettes. On soumet ensuite le frottis à une contre 

coloration de 30 secondes  à la fushine basique diluée, pour colorer en rouge les  cellules 

GRAM-négatives présentes. Après  un bref rinçage, on sèche le frottis au buvard et on 

l'examine à l'objectif (x100) à immersion (SINGLETON,2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Annexe 8 : Caractéristiques de l’espèce  

 

Caractéristiques de l’espèce  Lactococcus lactis  subsp 

Annexes 

X 

subsp lactis  

 



Résumé 

Le lait camelin se distingue des autres laits  par la présence d’un système protecteur 

très puissant, lié à des taux relativement élevés en lysozyme, en lactoperoxydase, en 

lactoferrine, en composant-3 des protéose- peptones (PP3), en acides organiques, en peroxyde 

d’hydrogène et en bactériocines produites par les bactéries lactiques. L’étude  s’inscrit dans ce 

cadre et consiste à étudier d’une part,  l’activité antibactérienne  des bactériocines (type 

nisine) produites par une souche lactique isolée à partir de lait camelin ensemencé sur milieu 

M17, à l’égard d’une autre souche, pathogène isolée à partir d’un échantillon de lait, sur le 

milieu sélectif de Chapman et d’autre part, à évaluer son importance  par rapport au système 

protecteur. Parallèlement une étude comparative a été effectuée avec le lait bovin. Des 

examens macroscopiques, microscopiques, ainsi que des tests physico-chimiques et 

biochimiques ont permis d’identifier la souche lactique productrice de nisine, comme étant 

une souche de Lactococcuslactissubsplactis. D’autres examens macroscopiques et  

microscopiques, ont permis d’identifier la souche cible, comme étant une souche de 

Staphylococcus aureus. Une optimisation des conditions de production de nisine, par la 

souche productrice isolée puis  purifiée par cinq repiquages successifs, a été réalisée. Pour se 

faire, nous avons procédé à la supplémentation du milieu M17 par du Glccose à 1% et /ou par 

des staphylocoques. 

         Les tests d’antagonisme  de la nisine à l’encontre de la souche cible par les méthodes  

des puits et des spots n’ont pas donné de zones d’inhibition. Le test des disques a permis au 

contraire, de mettre en évidence la présence d’antagonisme. Ainsi, les résultats obtenus sont 

de nature à indiquer que la production de nisine par les souches deLc  camelins est  plus 

grande en cas de stress de la souche, provoqué par addition de staphylocoques, pour une durée 

d’incubation de 18 h. De même qu’ils indiquent que la production cameline de nisine  est 

relativement  plus grande par rapport à celle bovine (Ø ZI = 8mm versus Ø ZI = 7mm). En 

relation avec la croissance, la production de nisine cameline semble  maximale (Ø ZI = 8mm)  

avec une  croissance minimale des Lc (pH 6 ,37). Un optimum de croissance des Lc camelins  

(pH 6,17) et un optimum de production de nisine (Ø ZI = 8mm) sont enregistrés pour  une 

durée  incubation de 24 heures,  

Mots clefs :Lait, chamelle, Lactocoques, nisine, Staphylocoque, antagonisme 

 



Abstract  

Camel milk is different from other milks by the presence of a very powerful protective 

system, linked to relatively high rates in lysozyme ,in lactoperoxidase, in lactoferrin, in 

component -3 of proteose-peptone (PP3), in organic acids, hydrogen peroxide and 

bacteriocins produced by lactic acid bacteria. The study falls into this contextand is to study 

the one hand, the antibacterial activity of bacteriocins (nisin type) produced by lactic strain 

isolated from camel milk inoculated in M17 medium, againstanother strain, with is pathogen 

and isolated from a sample of milk, on the selective medium of Chapman and on the other 

hand, to evaluate its relative importance to the protective system. At the same time a 

comparative study was performed with bovine milk. Macroscopic and microscopic 

examination, and physicochemical and biochemical tests have identified the lactic strain 

producing nisin, as a strain of Lactococcus lactis  subsplactis . Other macroscopic and 

microscopic examination, have identified the target strain, as a strain of Staphylococcus 

aureus. An optimization of nisin production conditions, by   the producing strain isolated and 

purified by five successive subcultures, was performed. To do this, we performed 

supplementation of M17 medium with1%   Glccose and / or staphylococci. 

Tests of antagonism of nisin against the target strain by the methods of wells and spots 

did not giveinhibition zones. On the contrary, the discs test allowed, to highlight the presence 

of antagonism. Thus, the results are likely to indicate that the production of nisin by Lc camel 

strains is larger in case of stress of the strain, caused by the addition of staphylococci, for an 

incubation period of 18 h. Also they indicate that the production ofcamelinenisin is relatively 

higher compared to bovine (Ø = 8mm versus ZI Ø = 7mm). In relation to the growth, 

production of camelinenisin appears maximum (ZI = Ø 8mm) with a minimum growth of Lc 

(pH 6, 37). An   optimum growth of camels Lc (pH 6.17) and an optimum production of nisin 

(ZI = Ø 8mm) are registered for a period of incubation of 24 hours. 

 

Keywords: Milk, camel, lactococcocus,nisin, Staphylococcus, antagonism 

  

 

 

 



 

 ملخص

معد.ت عالية نسبيا  باحتوائه على تبطمرجدا ، ينظام حماية قووجود بالحليب ا�خرى   النوقمقارنة مع  أنواعحليب يتميز 

ا�حماض ) PP3( 3- لا، )lactoferrine(اللكتوفرين،)lactoperoxidase(اللكتوبروكسيداز، )lysozyme(من الليزوزيم

درج في ھذا تنالدراسة  ه ذھ .ال=كتيكيةبكتيريا المنتجة من طرفالbactériocinesوال  العضوية، بيروكسيد الھيدروجين

بكتيريا منال التي تنتجھا س=لة)nisineنوع ( bacteriocinsللفھي من جھة تدرس النشاط المضاد السياق 

و معزولة من عينة من الحليب ، ضارة، ضد س=لة أخرى ،  M17وسط معزولة من حليب النوق فيال=كتيكيةال

في الوقت . لنظام الحماية ةالنسببطا النشاذھ أھميةومن ناحية أخرى ،تقيم )milieu Chapman(مزروعةفي وسط خاص

، الفحص بالعين المجردةوقد حددت اختبارات الفحص المجھري و. مقارنة مع حليب البقربال دراسةتمإجراء ھده النفسه 

 من أنھا، (nisine)نزينللالمنتجة س=لة نوع الالبيوكيميائيةو ئيةالفزيوكمياختباراتا.و

 س=لةنوع ال ، حددت و بالعين المجردةأخرٮمجھرية كما أن اختبارات. lactissubsplactisLactococcusنوع

أجري تحسين قد و. )Staphylococcus aureus( عنقودية ذھبيةالمستخدمة في اختبار النشاط المضاد على أنھا مكورات 

مكم=ت لكبإضافة ذو متتاليةلخمسة مراتالنقلالمعزولة والمنقاة عن طريق س=لةطرفال ، من nisineلالمثالية  نتاجاTظروف ل

 .M17للوسط ذھبيةال عنقودية أوالمكورات ال)%1(من الجلوكوز

 puitsباستعمال اختبار)Staphylococcus aureus(ضد الس=لة المستھدفة   (nisine)(نزينلل النشاط المضاداختبارات 

spots etمناطق كبح  يعطي لم(zones d’inhibition)  ا�قراصاختبارعلى العكس)disques(، وجود الذي اثبت

zones d’inhibition .النتائج تشير إلى أن إنتاج أيضا ،nisine ال=كتيكية المعزولة من حليب النوقيكون بكتيريا البواسطة 

ر إلى أن كما أنھا تشي. ساعة 18 مدتھاالتي تحدثھا إضافة العنقوديات ، لفترة حضانة  المنتجة  س=لةالأكبر في حالة توتر

المنتجة من طرف   nisineمرتفع نسبيا بالمقارنة مع لحليب النوق ال=كتيكيةمن طرف البكتريا nisineإنتاج 

 nisineإنتاج فان   نمو للع=قة بالبالنسبة). Ø ZI = 7mm مقابل   Ø ZI = 8mm(ا�بقار ال=كتيكية لحليب البكتريا

تم تسجيل معدل نمو . Lc(pH 6 ,37)ال  ا�دنى من لنمومع الحد   (Ø ZI = 8mm)حد له يظھر أقصى

فترة حضانة أثناء  nisine (Ø ZI = 8mm)واTنتاج ا�مثل لل (pH 6,17)مستخرجة من حليب النوقالLcللــــا�مثل

 .ساعة 24مدتھا
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