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Résumé.- Cette étude porte sur [activité antibactérienne d’une souche lactique (Lactococcus lactis
ssp .lactis) isolée a partir du fromage camelin contre une souche psychrotrophe (Pseudomonas
fluorescens). La souche nisinogene est isolée a partir d’un fromage camelin frais préparé avec un
rendement non négligeable, égale a 35,5 %. La souche test, est une souche psychrotrophe isolée a
partir d’un échantillon de lait de chamelle cru, conservé a 4°C pendant plus de 3 jours. Le
surnageant neutralisé d’une culture de Lactococcus lactis ssp. lactis, sur miliew M17 (8000 g/ 20
min a 4°C) est testé contre la souche de Pseudomonas fluorescens selon trois techniques de
diffusion sur gel; les spots, les puits et les disques. Le surnageant neutralisé a présenté une activité
antibactérienne qui s’ est manifesté par l’apparition de zones d’inhibition dont le diametre différe
selon la nature du test utilisé. Des diamétres variant entre 9 et 18 mm et entre 12 et 29 mm sont
enregistrés respectivement avec les puits et les disques. La technique des spots donne des résultats
peu apparents.
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STUDY OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF NISIN AGAINST
Pseudomonas fluorescens

Abstract.- In this research, we are interested in the study of antibacterial activity of lactic strain
(Lactococcus lactis ssp. Lactis) isolated from camel cheese against a psychrotrophic strain
(Pseudomonas fluorescens). The nisin producer strain was isolated from a camel cheese
prepared with fresh yield significant, equal to 35.5%. The test strain is a psychrotrophic strain
isolated from a sample of raw camel milk, stored at 4 ° C for more than 3 days. The culture
medium of Lactococcus lactis ssp. Lactis in M17 medium was centrifuged (8000 g, 20 min at 4 °
C). Thus, the supernatant was neutralized and tested against Pseudomonas fluorescens strain
with three gel diffusion techniques; spots, shafts and discs. The neutralized supernatant
presented antibacterial activity which is manifested by the appearance of inhibition zones
diameter differs depending on the type of test used. Diameters varying between 9 and 18 mm and
between 12 and 29 mm respectively were recorded with the wells and the discs. The technique of
spots gave less conclusive results.
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Introduction

Le lait de chamelle, comme celui des autres mammiféres, est un milicu de
composition chimique et physique complexe, permettant au chamelon de couvrir ses
besoins énergétiques et nutritionnels pendant la premiére étape de son existence [1].

La transformation du lait camelin est réputée difficile, notamment la fabrication
fromaggre [2]. L’aptitude d’un lait a la transformation fromageére est étroitement liée a la

nature de ses constituants [3]. KAMOUN et RAMET (1989) ont montré la possibilité de
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transformer ce lait en fromage, présentant une conservabilité satisfaisante a condition de
tenir compte des particularités inhérentes a sa composition physico-chimique [1]. Plus
récemment, des travaux entrepris au niveau de 1’université de Ouargla, rapportent que la
substitution des enzymes habituellement utilisées en fromagerie (présure commerciale), par
des protéases gastriques issues de caillettes de dromadaires adultes (agés de 8 a 9 ans)
permet d’améliorer 1’aptitude du lait camelin a la coagulation [4].

De méme, lors de la réfrigération du lait, des germes psychrotrophes sont
susceptibles de produire des enzymes lipolytiques et protéolytiques thermostables, a
I’origine des mauvais golts dans les fromages (golts amers, flaveurs non désirées et
atypiques...) [5]. Il s’agit de micro-organismes présents dans le lait cru, ayant une aptitude
a se développer a basse température (8-4°C). Parmi cette flore, figure le genre
Pseudomonas, et plus particulierement I'espece Pseudomonas fluorescens [6].

A des températures inférieures a 10°C, la flore lactique du lait n’étant plus
dominante, d’autres micro-organismes considérés comme nuisibles en fromagerie, tels que
les psychrotrophes deviennent dominants [5]. Les bactéries lactiques produisent de
nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes, tels que les acides organiques, le
peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, la reutérine, le diacétyl et les bactériocines.
Ces dernieres sont des peptides antimicrobiens inhibant la croissance de bactéries
d’altération ou pathogenes [7]. En agro-alimentaire, seule la nisine issue de Lactococcus
lactis est autorisée comme additif alimentaire (E 234) depuis 1969 par 'OMS. Selon la
Generally Recognized As Safe (GRAS), la nisine possederai un large spectre d'activité
antibactérienne, essentiellement dirigé contre les bactéries a Gram positives. La nisine est
efficace contre les germes pathogénes, tels que Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Clostridium tyrobuturicum [8].

La présente ¢tude a pour objectif de mettre en évidence 1’effet antagoniste d’une
souche lactique bactériocinogene (Lactococcus lactis ssp. lactis) contre une souche
psychrotrophe contaminant du lait (Pseudomonas fluorescens).

1.- Matériel et méthodes
1.1.- Origine du lait

Le lait de chamelle utilis¢ dans la présente étude, est un mélange de lait. Il est
collecté le 26 février 2011, a partir d’un élevage implanté dans la région de Ghardaia et
conduit en semi-extensif (paturage du M’Zab).

1.2.- Analyses préliminaires

Les échantillons de lait sont transportés dans des flacons stériles, dans une glaciére,
au laboratoire de I'universit¢ Kasdi Merbah Ouargla pour y subir des analyses, physico-
chimiques (pH, acidité et densité), et microbiologiques (test de réductase).

1.3.- Répartition des échantillons de lait
Les échantillons de lait collectés sont divisés en deux parties, la premiére partie est

immédiatement utilisée pour la préparation d’un fromage frais en vue de 1’isolement de la
souche lactique productrice de nisine. La seconde partie est réfrigérée en vue de
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I’isolement de la souche psychrotrophe Pseudomonas fluorescens.
1.4.- Méthode de fabrication du fromage frais

La méthode de fabrication du fromage frais utilisée dans le présent travail consiste
a utiliser des enzymes gastriques de dromadaire (ECD), comme seul agent de coagulation.
Ces enzymes sont extraites a partir de I’estomac d’un dromadaire, agé de 14 mois [10], et
conservées dans un flacon en présence de thymol, comme conservateur.

1.5.- Isolement de la souche productrice de nisine

L’isolement de la souche productrice de nisine d’intérét a partir du fromage se fait
selon la technique d’EDIMA (2007) [11].

1.6.- Identification de la souche productrice de nisine

L'identification biochimique de la souche isolée se fait par des examens:
macroscopique (aspects des colonies), microscopique (aprés coloration de Gram), des tests
(catalase et oxydase) et par des tests de la galerie de Sherman: culture a (45°C, pH de 9,6,
NaCl a 6,5 %) [12,13].

1.7.- Protocole de production de la nisine

Le protocole de production utilisé s’inspire de celui réalisé par plusieurs auteurs,
tels que BAREFOOT et al. (1983), LACHANCE (2000), XIA LIU et al (2003),
DOUMANDII et al (2010) [14, 15, 16, 17].

1.8.- Isolement et identification de la souche cible Pseudomonas fluorescens

La souche psychrotrophe Pseudomonas fluorescens est isolée a partir d'un lait
conservé a 7°C pendant 10 jours [9].

L'identification de la souche isolée se fait par des examens macroscopique et
microscopique (a 1'état frais et apres coloration de Gram), des tests physiologiques, tels que
la croissance a déférentes températures (4°C, 43°C) et sur milieux King A et King B.
L'identification biochimique est réalis¢ a l'aide d'une galerie miniaturisée API 20 E
(Biomérieux) [12, 18].

1.9.- Etude de I'activité inhibitrice de la nisine sur Pseudomonas fluorescens

L’activité antimicrobienne du surnageant récupéré a partir d’'une culture de la
souche Lactococcus lactis subsp. lactis est testée selon plusieurs méthodes de la technique
de diffusion sur gel préconisée par TAGG et al. (1976) [19]. Elle est fondée sur I'apparition
d'une zone d'inhibition, provoquée par le surnageant de la culture, contenant la
bactériocine, déposée dans des puits, des spots ou méme imbibé sur des disques. La
bactérie indicatrice est préalablement ensemencée, en tapis, en milieu gélosé approprié. La
lecture de l'activité bactériocinogénique se fait par la mesure du diametre d'inhibition
autour des puits (Zi), exprimée en millimetre [20]. Une inhibition est considéré positive si
le diamétre de (Zi) est supérieurs a 2 mm selon DOUMANDII et al. (2010) [17]. La
mesure du diametre d'inhibition (Zi) est effectuée selon la formule suivante :
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Z1 (mm) = diametre de la zone d’inhibition obtenue (mm) — diamétre de puits (4,5 mm).
L’activité antibactérienne en unité arbitraire par ml (UA/ml), est calculée a partir de
la plus grande dilution (D) ou il y a encore la présence d'une zone d'inhibition de plus de 2
mm, selon I'équation suivante [21] :
A (UA /ml)=(1000/ 10 pl) x (I/D).
2.- Résultats et discussion

2.1. Analyses physico-chimiques

Les résultats relatifs aux caractéristiques physico-chimiques du lait de chamelle
analysé sont résumés dans le tableau I.

Tableau L.- Analyses physico-chimiques de 1’échantillon de lait camelin

Parameétres n::;rl:::;e Ecart-type
pH (T° = 18,2°C) 6,546 +0,002
Acidité (°D) 17,5 +0,5
Densité 1,025 +0,001

Le pH de I’échantillon de lait camelin ayant fait 1’objet de la présente étude est égal
a 6,546 . Le lait de chamelle a 1’état frais est plus acide et moins dense que les laits, bovin
et humain dont les valeurs du pH sont respectivement égales a 6,6 et 7,01 [22]. Le pH ainsi
que le golt du lait de chamelle peuvent dépendre de la nature des fourrages et de la
disponibilité de I’eau [23]. De plus, la teneur relativement ¢levée en vitamine C du lait de
dromadaire, est a I’origine du pH bas compar¢ au lait bovin [24]. 1l a ét¢ montré que le pH
bas du lait camelin est dépendant de la teneur en citrates, phosphates et caséines, ainsi, que
de I’état sanitaire de la mamelle [25].

Le lait fraichement trait est 1égérement acide. Cette acidité provient essentiellement,
des protéines, des phosphates et du CO,; dissous. Il acquiert ensuite une acidité, dite acidité
développée, car elle est provoquée par I’acide lactique et autres acides issus de la
dégradation des constituants du lait par des micro-organismes [26]. L’acidité mesurée au
cours de cette étude est égale a 17,5°D. Les variations dans la valeur 1’acidité sont
généralement dues a la variation de 1’alimentation des animaux, aux conditions
environnementales, ainsi qu’a la période de lactation [27].

Le taux de matiére séche du lait camelin est plus faible que celui du lait bovin [1].
Ce qui explique la faible densité¢ enregistrée dans la présente étude, qui est de I’ordre
de 1,025.

2.2.- Qualité bactériologique de lait camelin
La décoloration du bleu de méthylene par le lait de chamelle analysé a eu lieu apres

une durée supérieure a 4 heures. Ce lait est par conséquent de bonne qualité
bactériologique. Il renferme moins de 2.10° germes/ml [12, 28]. La décoloration du bleu de
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méthyléne est due au métabolisme bactérien et sa rapidité est directement proportionnelle
au nombre de germes. L’épreuve de la réductase n’est pas un moyen d’appréciation du
nombre de bactéries mais une €preuve destinée a estimer le degré de la contamination du
lait [29]. Le lait de chamelle caractéris¢ par sa richesse en lysozyme et en vitamine C, est
naturellement protégé contre les attaques extérieures. En plus, le milieu naturel du
dromadaire, caractéris¢ par de fortes insolations, des températures élevées et de faibles
humidités relatives, limite le développement des microorganismes [30].

2.3.- Fabrication du fromage camelin

A partir de 2 litres de lait de chamelle cru, nous avons produit 710 grammes de
fromage frais avec un rendement de 35,5%. Ces résultats montrent que le fromage fabriqué
au laboratoire, difféere de celui décrit par RAMET (1989). L’auteur a caractéris¢ le
coagulum comme étant friable et les rendements rapportés sont de I’ordre de 8 a 10 % pour
les fromages frais [1]. Au cours de ce travail, la substitution de la présure habituellement
utilisée en fromagerie par des enzymes coagulantes extraites a partir des caillettes de
dromadaires (ECD), au niveau des laboratoires de 1’université Kasdi Merbah Ouargla
(Algérie), a permis une nette amélioration de la texture et du rendement fromager de ce
produit dérivé.

2.4.- Isolement et identification des souches bactériennes
2.4.1.- Isolement et identification de Lactococcus lactis ssp.lactis

La souche isolée est dénuée de catalase et d’oxydase. Elle est immobile. Elle
fermente le glucose en donnant seulement de I’acide lactique (homofermentaire). Elle
n’hydrolyse ni I’arginine ni le citrate. Elle croit a pH 9,6 et résiste a 45°C. Les résultats
des tests physiologiques et biochimiques ont permis d’identifier la souche isolée comme
¢tant une souche appartenant a 1’espece Lactococcus lactis ssp. lactis [12]. L’espéce
Lactococcus lactis joue un role important dans la conservation de nombreux aliments et
dans la fabrication des fromages et des produits fermentés. En effet, les lactocoques sont
généralement associés a une forte capacité d’acidification du lait. Elles présentent aussi des
propriétés inhibitrices envers la flore d’altération et envers la flore pathogéne du fromage,
graice a la production de métabolites tels que les acides organiques, le péroxyde
d’hydrogene et les bactériocines ou a sa compétition écologique vis-a-vis des nutriments
[7,31].

2.4.2.- Isolement et identification de Pseudomonas fluorescens

La souche isolée est catalase positive, oxydase positive, ne réagit pas avec le rouge
de méthyle (réaction RM négatif). Elle dégrade le glucose, ’amygdaline, I’arabinose et le
mélibiose, en aérobiose sur la galerie biochimique API 20 E. Elle hydrolyse également
I’arginine et la gélatine sur la méme galerie. La croissance sur bouillon nutritif (BN) est
enregistrée a température de 4°C et pas a 43°C. La production de pyoverdine (pigment) est
visualisée sur milieu King B (couleur verte fluorescente). Les caractéres morphologiques et
les différents tests biochimiques et physiologiques permettent d’identifier la souche isolée
comme ¢étant une souche appartenant a 1’espéce Pseudomonas fluorescens [12]. Les
especes appartenant au genre Pseudomonas sont dotées d’une grande activité métabolique
(protéolyse, lipolyse et la dégradation des substances carbonées). En plus des différentes
sources de contamination, tels que le sol, I'eau et la nourriture, la prédominance du genre
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Pseudomonas dans le lait est liée a 1'état sanitaire de 1’animal et de 1'équipement laitier [9].

2.5.- Etude de P’activité antibactérienne de ’extrait de la nisine sur Pseudomonas
fluorescens

——

Photo 1.- Activité antibactérienne du SCN vis-a-vis
Ps. fluorescens par la méthode des spots

Photo 2.- Activité antibactérienne du SCN vis-a-vis
Ps. fluorescens par la méthode des disques

B

Photo 3.- Activité antibactérienne du SCN vis-a-vis
Ps. fluorescens par la méthode des puits

En travaillant dans des conditions expérimentales éliminant I’influence de 1’acide
lactique (par neutralisation du pH de surnageant) et le peroxyde d’hydrogene, 1’activité
antimicrobienne due a 1’action de la bactériocine pour la souche Lactococcus lactis ssp.
lactis ¢étudiée a révélé un spectre d’inhibition dirigé vis-a-vis du germe cible Ps.
fluorescens.

Les 3 méthodes de diffusion sur gel donnent des résultats positifs avec apparition
des zones d’inhibition (Zi) bien distinctes (halos clairs) autour des spots, des puits et des
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disques. Les résultats obtenus sont illustrés par les photos 1, 2 et 3. Les zones d’inhibition
(Zi) ont des diametres variables. Ces derniers se situent entre 9 et 18 mm avec une
moyenne de 8,75 mm (> 2 mm), obtenue par la technique des puits a partir de 4 puits
considérés comme positifs. Ce résultat est considéré comme positif selon THOMPSON et
al. (1996) [32].

Par la méthode des disques imprégnés de surnageant, les diametres des zones
d'inhibition varient de 12 a 29 mm avec un diamétre moyen égal a 20,05 mm (au niveau de
10 disques).

Les mesures des diametres moyens des zones d’inhibition (Zi) sont présentées sur
le tableau II:

Tableau II.- Mesure des diametres moyens des zones d’inhibition (Zi)
pour la technique des puits et des disques

Techniaques Diamétres moyen des zones Ecart-

q d’inhibition (mm) type
Me¢éthode des puits 8,75 (pour 4 puits positifs) + 0,030
Méthode des disques 20,05 (pour 10 puits positifs) +0,022

L’activité antibactérienne estimée par la méthode de la dilution critique de
THOMPSON et al. (1996) [33], est donc égale a 3200 UA/ml. Cette mesure peut étre plus
ou moins acceptée, MEGHROUS ef al. (1999) [34] rapportent que I’estimation de l'activité
d'une bactériocine par la méthode de diffusion dans l'agar est une mesure relative, car la
sensibilité de la bactérie cible, le milieu de croissance utilisé, la concentration d'agar du
milieu test, ainsi que la concentration en bactériocine sont tous des facteurs pouvant
affecter les résultats.

En régle générale, les bactériocines des bactéries lactiques ne sont pas actives
contre les bactéries a Gram négatif. Ceci est du a la différence dans la composition de
I'enveloppe cellulaire des bactéries Gram positives et Gram négatives. Toutefois, certaines
¢tudes ont suggéré qu'un changement des propriétés de perméabilit¢ de la membrane
externe suite a certains traitements utilisés (1’ajout de EDTA, lysozyme...) en combinaison
avec des bactériocines ou encore des conditions de stress rendraient les bactéries Gram
négatives sensibles aux bactériocines [35, 36, 37]. A notre connaissance, aucune étude sur
I’effet de la nisine utilisée seule sur les Pseudomonas n’a été¢ signalée dans la littérature.
Cependant, le spectre d'activité des quelques bactériocines (comme la nisine) selon
KLAENHAMMER (1993) [38], peut ne pas é&tre restreint aux especes proches
taxonomiquement ou méme occupant la méme niche écologique que la bactérie
productrice. D'un point de vue pratique, le champ d'activité d'une bactériocine peut étre
plus ou moins large suivant les conditions du milieu et la concentration en substance active
[38].

Conclusion

Les résultats de cette étude révelent la possibilité d’utiliser la nisine produite par
une souche d’origine cameline pour la préservation du lait camelin réfrigéré. L'isolement
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des bactéries lactiques particulierement a partir du fromage ou du lait de chamelle et la
mise en évidence de leur pouvoir antagoniste par la production des bactériocines, contre la
flore a Gram négatif, constitue un sujet intéressant a approfondir dans la mesure ou peu
d’informations sont disponibles dans la littérature sur ces microorganismes.
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