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       Introduction 

 

Introduction 

Le lait est, de par sa composition, un aliment de choix : il contient des graisses, du 

lactose, des protéines, des sels minéraux, des vitamines et 87% d’eau et son pH est de 6,7. Il 

constitue un substrat favorable au développement de certains microorganismes (Guiraud, 

1998), Certains d’entre eux des germes pathogènes ou agents d’altération, d’autres utiles 

responsables de la fermentation, les bactéries lactiques fait l’objet de plusieurs travaux de  

recherche (Georges et François, 2008). 

Les bactéries lactiques représentent un groupe hétérogène des germes classées 

ensemble  en raison  de leur principal produit métabolique final  commun,  l’acide lactique 

lors de la transformation des hydrates de carbone (Mofredjet al., 2007). Ces bactéries 

présentent un grand intérêt dans l’industrie laitière (Bakhouche et Boulahrouf, 2005), Les 

bactéries lactiques contribuent par leur métabolisme et leurs activités enzymatiques variées, à 

la production de composés volatils qui participent au développement de l’arôme, de la saveur 

et de la texture de plusieurs produits laitiers. Certaines bactéries lactiques produisent une des 

exopolysaccharides qui jouent un rôle important dans le développement de la texture de 

plusieurs produits laitiers (Labaoui et al., 2005).  Le plus largement utilisé dans la 

technologie laitière sont les bactéries lactiques thermophiles. 

Les bactéries lactiques thermophiles homofermentaires  jouent un rôle essentiel dans la 

fermentation des matières premières animales et végétales (Stiles et Holzapfel, 1997). Grâce 

à leur résistance à la température élevée, ces bactéries sont particulièrement adaptées à la 

fermentation des produits nécessitants des conditions thermiques plus élevées que le moyen, 

parmi les laits fermentés, le yaourt et le fromage. 

Dans ce contexte  et du  fait de leur importance  l’objectif de  notre travail consiste à  

isoler, caractériser et  identifier  des souches  lactiques thermophiles à partir du lai de vache.  
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I. Lait 

I.1. Définition 

Le lait de vache est un liquide opaque de couleur blanche, plus au moins jaunâtre selon 

la teneur en β- carotène de sa matière grasse. Sa saveur est douce et son odeur faible, mais 

identifiable (FAO, 1995). La composition nutritionnelle moyenne du lait est donnée dans le 

tableau 1.  

Tableau 01: Composition moyenne du lait de vache (Mathieu, 1998). 

Composition Teneures (g/l) 

Eau 

Glucides (lactose) 

Matières grasses 

Protéines (caséines) 

Protéines solubles 

Sels 

Autres substances 

902 

49 

38 

26 

6 

9 

1.5 

 

I.2. Microbiologie du lait 

Du fait de sa composition physicochimique, le lait est un excellent substrat pour la 

croissance microbienne (Bourgois et al., 1996). Les micro-organismes du lait sont divisés en 

deux grands groupes selon leur importance : la flore originelle et la flore contaminante 

(Vignola, 2002). 

I.2.1.  Flore  de contamination 

Le lait est protégé contre les bactéries par des substances inhibitrices appelées 

lacténine mais leur action  est courte environ 1heure, selon Guiraud(1998), la contamination 

du lait par des germes exogènes  provenant des fèces et téguments de l’animal (coliformes, 

entérocoque,Clostridum),  air et eau (Pseudomonas),  équipement de traite et de stockage du 

lait (microcoque, levures et  flore lactique). 

I. 2.2.  Flore originelle 

Le lait contient peu de micro-organismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes 

conditions à partir d’un animal sain (moins de 10³ germes /ml) (Guiraud, 1998). Le tableau 2 

représenté   la flore originelle du lait. 
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Tableau 02: Flore originelle du lait (Vignola, 2002). 

Microorganisme Pourcentage (°/°) 

Micrococussp. 30-90 

Lactobacillus 10-30 

Streptococcus ou Lactococcus ‹10 

Gram négatif ‹10 

 

II.  Bactéries Lactiques 

II.1. Présentation Générale 

II.1.1. Caractéristiques principales des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes , procaryotes , gram positives 

hétérotrophes et chimioorganotrophe,  elles sont le  plus souvent immobiles,  a  sporulées 

,catalase négative,  oxydase négative, anaérobies facultatives ou microaérophiles( 

Savodogaoet al., 2011). Dont la principale caractéristique est  de produire de l’acide lactique 

à partir de la fermentation des sucres (Badis et al., 2005).  Depuis 1960, orla Jensen a 

montré que les bactéries  lactiques peuvent se subdiviser en deux  groupes  biochimiques : les 

homofermentaires et les  hétérofermentaires. La différence entre ces deux groupes est 

détectable par le dégagent de CO2 (Bourgeois et Lapent, 1996). 

Elles sont en général aérotolérantes,  qui forment un groupe hétérogène  composé de 

coque et bacilles  (Badis et al., 2005). 

Elles sont généralement mésophiles certaines sont psychotolérentes ou 

thermotolérentes, capables de croitre à des températures comprises entre 10°C et 45◦C (Eck et 

Gillis, 2006) avec un pH compris entre 4-4.5  et une tolérance variable  à  sel. 

La teneur en  GC de leur  ADN varie de 33 à 54% qui permet à classer comme faible 

GC% et une taille de génome comprise ente 1.8 et 3.3 mpb (Holzapflet al ., 1997). 

Les bactéries lactiques utilisées dans l’alimentation généralement non pathogènes  et 

considérées   comme (gras) (generally recognized as safe / généralement reconnu comme sûr).   
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II.1.2 . Habitats  

 Les bactéries lactique sont trouvées dans diverses niches écologiques telque le lait, 

ainsi que certaines  aliments, la bouche, les régions gastro-intestinales et urogénitales des 

humains et animaux (Matharaet al., 2004).  

II.1.3 .Culture des bactéries lactiques 

La culture des bactéries lactiques est difficile car leurs besoins nutritionnels sont riches 

et complexes, contenant des glucides, des acides aminés, des acides gras, des sels de 

vitamines et d'autres nutriments. Par conséquent,  leur capacité de biosynthèse est très limitée 

et elles sont essentiellement cultivées dans  le milieu  MRS. 

Le milieu MRS est un milieu riche qui offre aux bactérie à culture difficile différentes 

sources de carbone et d’azote telles que les peptones, glucose et le tween80 (Deman et al., 

1960, Kahina, 2012).  

II.2 .Taxonomie des bactéries lactiques 

La première classification des bactéries lactiques basée sur les propriétés observables à 

savoirs propriété morphologiques, biochimiques et physiologiques à été établie en 1919 par 

Oral-Jensen. Ainsi les marqueurs chimiotaxomoniques tels que les compositions des acides 

gras et les constituants de la membrane cellulaire  sont utilisées pour la classification. 

La taxonomie des bactéries lactiques a été révolutionne en introduisant la phylogénie 

moléculaire basée sur la séquence ARN ribosomique  qui conduit à une reclassification 

importante  de certaines espèces et sous espèces, figure 1 montre les différents groupes 

phylogénétiques des bactéries Lactiques à faible (GC%)  basé sur l’analyse comparative de 

l’ADN ribosomique (ADNr). 
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Figure 0 1 : arbre consensus, basé sur l’analyse comparative de l’ADN ribosomique (ADNr) montrant 

les différents groupes phylogénétiques des bactéries lactiques à faible (GC%) et les genres Gram 

Positif non reliés Propionibacteriumet Bifidobacterium. 

(Holzapfelet al., 2001).  

II.3. Méthodes d’identification des bactéries lactiques 

Les méthodes classiques de classification des bactéries lactiques ont toujours été 

basées sur des caractéristiques morphologiques, phénotypiques, biochimiques et 

physiologiques. 

Les principales méthodes utilisées pour la classification et l’identification des 

bactéries lactiques selon Michel (2005). 

 II.3 .1. Méthode classique 

Sur les milieux MRS, ELIKER ou M17 les bactéries lactiques  forment des petites 

colonies (2 à 3 nm de diamètre) blanches à crème bombées. 

L’appartenance au groupe se fait sur la base de la coloration  de gram positive, 

d’activité catalase et oxydase négatives et éventuellement  l’absence de réduction des nitrates. 

L’identification  du genre est d’abord  par la morphologie, puis par le type fermentaire 

(production de CO2 à partir du glucose), et les conditions physiologiques de croissance. 

L’identification des espèces se base, en plus de ces tests sur le profil de fermentation 

de différents glucides, la dégradation de l’arginine, la production de dextrane, et l’isomère de 

l’acide lactique. 

Des tests plus spécifiques comme la recherche du pouvoir hémolytique peuvent être 

utilisés pour les Streptococcus  et les Enterococcus. 
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 II.3 .2. Méthode moléculaire 

La technique de l’ADN  chromosomique correspondant à L’ARN R16S permet  

l’identification précise  de l’espèces et  de variant permet de mettre au point une meilleure 

procédure de sélection des souches naturelles et traditionnelles pour un usage alimentaire 

(Badis et al., 2004). 

II.4. Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques 

thermophiles 

II.4.1. Genre Lactobacillus 

Lactobacillus est le principal genre de la famille des lactobacillaceae, contenant des 

bactéries en forme de bacille allongées et minces, d’autres plus courts et courbés en paires ou 

en chaînes,  avec des  propriétés  homo et  hétérofermentaires. Michael et Hozapfel(1997), 

site que la division classique des lactobacilles était basée sur leurs caractéristiques 

fermentaire.  

D’après la classification  D’oral –Jensen(1919) le genre Lactobacillus est subdivisé 

en trois groupes  selon leur type fermentaire : 

Groupe « Streptobacterium » : ce  groupe comprend les espèces hétérofermentaires 

facultatives. Ces espèces  métabolisent les sucres hexoses en acide lactique  par la voie 

homofermentaires (EMP) et dégradent les sucres pentoses en acide lactique par la voie 

hétérofermentaire. 

Groupe « Betabacterium » : ce sont des lactobacilles hétérofermentaires obligatoires. 

Qui englobe des espèces relativement hétérogènes par  un pourcentage GC% qui varie entre 

32 à 55%. 

Groupe « Thermobacterium » : ce groupe rassemble des espèces homofermentaires 

obligatoires. Il constitué d’espèces thermophiles impliquées dans la fermentation des produits 

laitiers, qui fermentent le glucose  exclusivement en acide lactique, ne fermentent pas le 

pentose ou le gluconate (Michael et Hozapfel, 1997). 

 Elles  développent à 45°C mais pas à 15°C, les  espèces les plus  fréquentes dans  

l’alimentation (lait, yaourt, fromage) sont : Lb. helveticus, Lb. jugurti, Lb. bulgaricus, Lb. 

lactis, Lb. acidophilus, Lb. kefirofaciens, Lb. mali). La figure2 représente l’observation 

microscopique de Lactobacillus bulgaricus sous microscope électronique. 
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Figure 02 : Morphologie en microscopie électronique de Lactobacillus bulgaricus (Paul, 

2016). 

Les bactéries de ce groupe  sont caractérisées par l’importante quantité d’acide 

lactique  produite  par ces genres, chaque espèces possède des aptitudes très limitées à 

fermenter divers sucres (Ghozlane, 2012). 

Lb. acidophilus est utilisé dans la production de lait acidophile et est considéré 

comme une bactérie probiotique (Michael et Hozapfel, 1997). 

II.4.2 Genre Streptococcus 

Les streptocoques sont des bactéries lactiques  homofermentaires  qui se composent 

des espèces saprophytes, d’autres utilisées dans la fabrication de certains produits en laiterie : 

fromagerie, beurrerie et on retrouve également certaines espèces pathogènes.  

La seule espèce de streptocoque qui soit utilisée en technologie alimentaire est 

Streptococcus thermophilus (Michael et Hozapfel, 1997). 

Streptococcus thermophilusce  différencie   par son habitat (lait et produits laitiers) et 

son caractère non pathogène. Ils se développent bienà 37 °C,(Guiraud, 2012), l’absence de 

tout antigène de groupe D, sa thermorésistance à 60°C (parfois 65°C) pendant 30 min, une 

activité  fermentaire le plus  souvent réduite à quelque sucres et une forte  sensibilité du Na Cl 

(Novel, 1996),  permettent de distinguer les S.thermophile de la plupart des autres 

streptocoques. 

Figure3, montre l’aspect des cellules de Streptococcus thermophilus  sous la 

microscopie électronique.  
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  Figure 03: Morphologie en microscopie électronique de Streptococcus thermophilus 

(Liebefeld, 2002). 

Elle est connue  par  une forte production d’arome  tel que l’acétaldéhyde, et par sa 

capacité de produire de l’acide folique  et des exopolysaccarides (Bennama, 2012). 

Elle peut être isolée du lait chauffé à 45°C-50°C, du lait pasteurisé, ou des levains 

artisanaux, elle est largement utilisée pour la fabrication du yaourt et du fromage en 

association avec d’autres bactéries lactiques tels que Lactobacillus delbrucckii subsp. 

bulgaricus et Lactococcus lactis (Holset al., 2005). 

Tableau 03 : Classification des bactéries lactiques thermophiles (Lactobacillus et 

Streptococcus), selon Bergey’smanuel (Vos et al., 2011). 

 

Lactobacillus thermophilus Streptococcus thermophilus  

Règne : Bacteria 

Division : Fimicutes 

Classe : Bacilli 

Ordre : Lactobacillales 

Famille : Lactobacillaceae 

Genre : Lactobacillus 

Règne : Bacteria 

Division :Fimicutes 

Classe : Bacilli 

Ordre : Lactobacillales 

Famille : Streptococcaceae 

Genre : Streptococcus  
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1. Objectif de travail 

Le but de cette étude est l’isolement et d’identification de quelques bactéries 

lactiques thermophiles (Streptococcus et Lactobacillus) à partir de lait cru de vache. 

2. Lieu et période de travail 

Notre étude a porté sur une durée de 45 jours du 1er février au15 mars 2024, réalisée 

au niveau de  laboratoire de microbiologie 1  de la Faculté des Sciences de la Nature  et de 

la Vie,  de l'Université  Ibn Khaldoun -Tiaret-. 

3. Matériel 

 3.1. Matériel biologique 

L’échantillon de lait cru de vache provient de la ferme d’élevage situé dans le village 

karman  wilaya de Tiaret.  

 3.2. Matériel de laboratoire 

Le matériel de laboratoire utilisé pour réaliser nos travaux est présenté dans les 

tableaux 4 et 5. 

Tableu04 : Milieu de culture, produits chimiques et réactifs 

Milieux de cultures (voir annexes 1et 2). Produits chimiques et réactifs  

Milieuman-rogosa et sharp (MRS) gélose et 

bouillon  

Milieu tarazaghi et sandine (M17) gélose et 

bouillon  

Gélose citrate de Simmons  

Gélose triple sugariron (TSI)  

Gélose mannitol mobilité  

ADH 

Eau peptonée, l’eau physiologique,  

Disque ONPG 

 Sulfite de sodium 

Violet de gentiane, fuschine 

NAOH, HCL 

Ethanol, lugol, eau oxygénée 
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Tableau 05 : Appareillage, verreries, et autres. 

Appareillage Verreries  Autres  

Autoclave  

Balance analytique(Sartorius) 

Microscope (Leica Dm500) 

Etuve à 37/42°C(Mammert) 

Vortex 

Centrifugeuse (Hettich universal320) 

Hôte 

pH-mètre (Hanna Hi 2210) 

Bain marie à 60°C (Mammert) 

Béchers 

Eprouvette 

graduée 

Flacons 

Lames /lamelles 

Pipettes pasteur 

Tubes à essai 

Burette 

Anses de platine 

Boites de pétri 

Pinces 

Bac de coloration 

Bec bunsen  

Micropipette 

Spatules 

Papiers filme/aluminium 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre I    Matériel et méthodes 

 

 
14 

4. méthodes 

 4.1. Protocole expérimental 

Le plan expérimental adopté dans notre  étude est présenté dans la figure 4. 

  

Catalase 

 
Type fermentaire 

ADH 

Mannitol-mobilité 

Citrate de Simmons 

Isolement des bactéries lactiques sur gélose et bouillon 

(MRS /M17) l’incubation se fait à 370C et 420C /24h 

Purification par repiquage successif (solide/liquide -liquide /solide) sur MRS et M17 avec  

incubation37 °C et 42°C/ 24h. 

°C 

 

Identification 

Tests biochimiques 

 ONPG 

TSI 

Tests physiologiques 

 Température de 

croissance 

Thermo résistance 

à60°C pdt30min 

Croissance en différentes 

concentration de Na Cl 

Tests 

morphologiques 

Macroscopique Microscopique 

Sur milieu 

solide 

Sur milieu 

liquide 

Coloration 

de gram 

Conservation  à courte 

durée  sur milieu MRS 

incline 4°C/3-4 semaine. 

Conservation à  longue durée à (-20°C) 

Figure 04: Protocole expérimental 



Chapitre I    Matériel et méthodes 

 

 
15 

4.2. Echantillonnage 

La collecte du lait à été réalisé selon les règles d’hygiènes  et d’asepsies 

recommandées en microbiologie, c’est –à-dire le matin au moment de la traite manuelle après 

lavage à l’eau et séchage du pis. 

Les deux premiers jets sont éliminés afin d’écarter la contamination qui se trouve 

probablement à l’entrée  du  pis. Le lait cru recueilli dans un flacon stérile (125ml) à 40C est 

transporté au laboratoire de microbiologie1 de l’université Ibn khaldoun -Tiaret-. 

 

 4.3. Isolement des bactéries 

  4.3.1. Préparation des dilutions 

Après agitation pendant 10 second le flacon contenant le lait à diluer, a l’aide d’une 

pipette graduée on prélève 1ml de lait est en ajoutant soigneusement au tube contenant  9ml  

de l’eau peptonée stérile, agiter le tube on obtient la dilution 10-1, Au moyen  d’une autre 

pipette stérile  on prélève1 ml de la dilution 10 -1 et en l’introduisant aseptiquement dans un 

tube contenant 9ml du diluant afin  d’obtenir la dilution 10-2, On  répète la même procédure 

jusqu’à la dilution 10-6 (Guiraud,2003). 

 

4.3.2. Isolement des bactéries lactiques thermophiles 

 4.3.2.1. Isolement Sur milieu solide 

4.3.2.1.1. Lactobacillus  

L’isolement à été réalisé sur gélose  MRS modifiée par l’addition de CaCO3, ce milieu 

adapté à la recherche spécifique des lactobacilles. 

L’ensemencement se fait en profondeur ,1ml de la dilution est introduit au fond des 

boites de pétri, ensuite un volume de 25ml de la gélose  est ajouté, une homogénéisation par 

des mouvements en circuits (∞) à été réalisée, puis les incubées à 42◦C pendant 24 à 72h. 

4.3.2.1.2. Streptococcus 

L’isolement à été réalisé sur gélose M17 milieu adapté à la recherche spécifique des 

streptocoques, préalablement coulé et solidifié dans des boites de pétri, ensemencés par 0.1 ml 

des dilutions, à la surface du milieu, suivi d’un étalement puis les incubées à 37 ° C pendant 

24-72h.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     
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4.3.2.2. Sur milieu liquide 

Chaque dilution à été transfère dans  une série contenant le bouillon MRS et autre 

série contant le bouillon M17, puis incube les tubes à la température 37◦C /42°C pendant 24-

72h. 

4.4 Purification des isolats  

 La purification à été réalise par un repiquage successif (séries de 05 repiquages) sur 

MRS (gélose et bouillon) pour lactobacilles  et M17 (gélose et bouillon) pour les 

streptocoques, avec une incubation de 42°C/37°C pendant 24h. 

 La purification des isolats sur milieux solides se fait par les méthodes des stries (Badis 

et al., 2005), jusqu’à l’obtention des colonies bien distincte de même taille, même forme, 

même couleur, renseignant la pureté des isolats (karam et karam, 1994,2006).  

La figure 5 illustrée le schéma de l’isolement et la purification des streptocoques et 

lactobacilles. 

NB: 

A partir de chaque repiquages le test de catalase et la coloration de gram à été fait afin 

d’éliminer   tous qu’il ni pas bactéries lactiques. 
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10-1 2-10 10-5 10-6 10-4 10-3 

9mleau 

Peptonée Dilution 

Décimale 

Incubation à 37 et 42°C/48h 

… 

. ...  

Isolement 

Incubation a 37 et 42°C/24h 

Estimation de la pureté catalase 

et Gram 

Pré-identification  Test macro 

Test micro  

Catalase 

Repiquage Successive jusqu’à 

La purification 

Ensemence par technique 

des stries 

Ensemencement d’une 

seule colonie dans MRS 

Gélose et bouillon  

   

 

1ml 

Figure05 : Isolement et la purification des streptocoques et lactobacilles 
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4.5 Conservation des  isolats 

Pour  la conservation des isolats deux méthodes sont employés : 

4.5.1 Conservation à court terme 

La conservation à court terme des souches pure est effectuée sur milieu solide incliné, 

après  croissance à la température optimale, les cultures sont maintenues à 4°C pendant 3 à 4 

semaines (Badis et al ., 2005). 

4.5.2 Conservation à longue durée 

On ensemence les souches dans un milieu de base liquide, après incubation en 

condition optimale, on centrifuge la culture jeune dans des tubes eppendorfs  à 300 tours 

pendant 5 min, on ajoute au culot obtenu le mélange de 70% lait  écrème  et de 30% glycérol 

pure puis on conserve à (-20°C) au congélateur (Moulay et al. , 2006) (Figure 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure06 : conservation à longue durée des bactéries 

A : culot      B : surnagent 

 

4.6 Identification des isolats 

 L’identification des souches  à été réalisé par l’application des techniques classiques  

basées  sur  les caractères  biochimiques, physiologiques ainsi morphologiques.  

4.6.1 Caractérisations morphologiques 

 4.6.1.1. Examens macroscopiques 

L'examen  macroscopique des cultures est le premier examen réalisé à partir d'isolats 

cultivés, elle permet l'observation visuelle des cultures  sur milieux MRS et M17 solides et 

A 

 

B 
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liquides pour caractériser la taille, la forme, l'aspect et la couleur des  colonies sur milieux 

solides et turbidité en milieux liquides. 

4.6.1.2 Examens Microscopiques 

L’observation microscopique au grossissement (G×100) permet de classer les 

bactéries selon leur gram, leur morphologie cellulaire  et leur mode d’association (Benmehid 

et Bennani ,2022). 

4.6.1.2.1. Coloration de gram 

La coloration de gram mise au point en1884 par Christian  Gram, elle  permet de 

mettre en évidence  les caractères morphologiques (forme et taille) des bactéries et  leur 

Gram. 

  Procédure de la coloration 

Préparer un frottis d’une culture bactérienne pure ; 

Coloration  

➢ Recouvrir le frottis de violet de gentiane : laisser agir 1minute ; 

➢ Rincer à l’eau distillée ; 

 Mordançage au lugol 

➢ Ajoute du lugol et laisser agir 1minute ; 

➢ Rincer à l’eau distillée ; 

Décoloration  

➢ Décolorer avec l’alcool pendant10second ; 

Recoloration 

➢ Recolorer avec fuschine pendant1minute ; 

➢ Rincer à l’eau distillée ; 

➢ Sécher. 

L’observation se fait au microscope optique, à l’objectif× 100, après ajout  de quelque 

goutte d’huile à immersion. 

Selon Guiraud (2012), celles qui retiennent de gentiane après lavage à l’alcool  sont 

gram positif, celles sont décolore  et prennent ensuite la couleur d’un second colorant sont 

dites gram négatif. 
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4.6.2. Caractérisation biochimiques 

 4.6.2.1. Test de catalase 

La catalase est une enzyme qui décompose l’eau oxygénée en eau et on oxygène qui se 

dégage selon la réaction  

                                  H2O2                                                            ½O2+H2O 

  

 Technique 

 Prélève une colonie  sur  l’extrémité d’une anse de platine que l’on plonge ensuite 

dans une goutte d’eau oxygéné qui été déposée sur une lame. 

 Lecture 

 Apparition du bulle d’air signifié la présence de catalase, les bactéries lactique sont 

catalase négative (Hassanine ,2013). 

 4.6.2.2 Type fermentaire 

Ce test permet de discriminer les bactéries lactique homofermentaire de celles  hétéro 

fermentaire (Guiraud, 2003). 

Il consiste à mettre en évidence la production du gaz (CO2) (Hassaine ,2013). 

 Technique 

 Les isolats sont ensemencés dans un bouillon M17 et MRS  contenant des cloches 

de durham, puis incubés à 37°C/42°C pendant  24h. 

 Lecture 

 La présence ou l’absence du gaz dans la cloche indique le type fermentaire (Hariri 

etal., 2009).  

 4.6.2.3 Test TSI (triple sugar iron). 

 Ce test réalisé sur milieu TSI, il permet de mettre en évidence d’un part la 

fermentation  des 3 sucres (lactose, saccharose, glucose) avec ou sans production de gaz et 

d’autre part la production d’hydrogène sulfureuse (H2S) (Marchal et al., 1991).  

 Technique 

 L’ensemencement du culot par une piqure profonde et  de la pente  par  des stries 

médianes, puis incube à 37°C/ 42°C pendant 24h (Boutamdjet et Benmahmoud ,2013). 

 

 

 

 

Catalase 
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 Lecture 

  Un changement de couleur vers le jaune au niveau de la pente  et le culot traduit la 

fermentation des 3 sucres, le noircissement indique la production d’H2S, des fissures dans la 

gélose ainsi qu’un décollement du culot indiquent la production du gaz CO2 (Bouderse 

etNekkaa, 2017).  

 4.6.2.4. Test de mannitol mobilité 

 Ce test se réalise sur un milieu gélose semi solide mannitol -mobilité qui permet 

d’étudier la mobilité d’une souche bactérienne et la capacité à dégrader le mannitol (Guiraud, 

2003). 

 Technique 

 L’ensemencement se fait par une piqure centrale à l’aide d’une anse de platine, et 

incube à 37°C/42°C pendant 24h. 

 Lecture 

  Un jaunissement du milieu traduit une acidification suite à la fermentation de sucre, 

tandis que le trouble traduit la mobilité. 

 4.6.2.5. Test de citrate de Simmons 

 Ce milieu permet de mettre en évidence l’utilisation du citrate comme seul source de 

carbone et d’énergie,  seules les bactéries possédant une enzyme citrate perméase sont 

capables d’utiliser le citrate et cultiver sur ce milieu. 

 Technique 

 Le milieu agar citrate de Simmons est ensemence sous  forme strie longitudinal et 

incubé  à 37°C/42° C pendant 24h (Abid, 2015). 

 Lecture 

 Le test positif se traduit par le virage de l’indicateur de pH du vert au  bleu 

(Delarras, 2007). 

 4.6.2.6. Test ONPG (Orthonitro-Phenyle -B-Galactoside) 

  L’utilisation  du lactose fait souvent intervenir deux enzyme : une galactoside 

perméase (qui facilite l’absorption du lactose  et une b-galactosidase (qui scinde le lactose en 

glucose et galactose) sans cette enzyme la cellule bactérienne sera incapable d’utilisé le 

lactose (Paul, 1999), pour  cela on utilise un substrat synthétique : l’ortho-nitro -phényl-

galactoside incolore de structure proche  du lactose. 

Si la bactérie possède la b-galactosidase, on obtient du galactose et de 

l’orthonitrophénol (ONP) de couleur jaune, selon la réaction 
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                                 ONPG              ONP+ galactose 

  

 Technique  

 Après la préparation  d’une suspension dense d’une culture bactérienne  dans 

un tube à essai stérile contant 1ml  d’eau physiologique, on ajoute un disque ONPG, puis 

l’incubé  à 37°C/42°C pendant 24h. 

 Lecture  

 Le test est considéré comme positif lorsque la suspension bactérienne se colore 

en jaune citron. 

 4.6.2.7. Test d’ADH (arginine di hydrolase) 

 L’arginine dihdrolase est une enzyme clé pour la caractérisation des bactéries 

lactiques (Boudersa  et Nekkaa, 2017), elle permet la libération de l’ammoniac et de 

citruline à partir de l’arginine. 

 Technique 

 On ensemence chaque tube contenant le milieu Mueller avec l’arginine par la 

souche étudiée, puis incubée  à 37°C/42 °C pendant 24h. 

 Lecture 

 Le milieu reste violet avec trouble indique que la souche ADH positif (Frenay 

et al. ,2007). 

 4.6.3Caractérisation physiologiques 

  4.6.3.1. Température de développement 

 Deux tubes pour chaque milieu MRS et M17  sont incubés, l’un à 42°C et 

37°C pendant une période de 24-48h et l’autre à 15°C  pendant 1 à 2 semaines 

(Guiraud ,1996). 

  4.6.3.2 Thermorésistance  à 60°C pendant 30min 

 Des tube contenant  10ml de MRS et d’autre contenant M17 sont  inoculés par 

les isolats, ensuite déposé  au bain marie à 60°C pendant 30min et après  refroidissement, 

elles sont incubées  à la température optimale de croissance.  

 Lecture 

 L’apparition d’un trouble implique une thermorésistante de la souche 

(Guirad ,2003).  

Ɓgal 

 



Chapitre I    Matériel et méthodes 

 

 
23 

 4.6.3.3Croissance en différente concentration  de NaCl  

 Ce  test permet  de  savoir si les bactéries ont  la capacité de croitre dans un 

milieu hyper salé, ainsi il  permet de  séparer les  entérocoques des coques lactique (saidiet al 

., 2002). 

 Technique 

 Pour chaque  isolat on a préparé trois tubes de bouillon hyper salé de 2%, 4%, 

6.5%,  après l’ensemencent, l’incube  à 37°C/42°C pendant 24h. 
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II. 1.Résultats 

II.1.1. Isolement des bactéries lactiques 

Un total  de 12 souches de bactéries lactiques ont été isolées à partir  d’un échantillon 

de lait de vache sur  les deux milieux sélectifs (MRS et M17). 

Le tableau 6 montre les codes des isolats. 

Tableau 06. Codes des isolats sur les deux milieux  

Milieu d’isolement Code des souches isolées 

MRS AL1 

AL2 

AL3 

M17 NL1 

NL2 

NL3 

NL4 

NS1 

NS2 

NS3 

NS4 

NS5 

 

II.1.2. Identification 

 II 1..2.1. Critères morphologiques 

II1. .2.1. 1. Aspect macroscopique 

 II.1.2.1.1.1 Sur milieu solide 

L’observation macroscopique des colonies obtenues sur gélose MRS après 

incubation à 42°C pendant 24 h, ces souches ont donnés des colonies lenticulaires 

parfois circulaires à contour régulier et lisse, blanchâtre, avec un diamètre entre 0.1 et 

1.5nm (figure 7). 
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Figure 07.  Aspect macroscopique des colonies  sur milieu MRS après 24h 

d’incubation à 42°C. 

 

Après une incubation à 37°C pendant 24 h sur milieu M17, les colonies 

apparues de couleur blanche crème à jaune, de forme rondes ou lenticulaires avec un 

contour régulier ou irrégulier, dont le diamètre est compris entre 0.5 et 2nm (figure8). 

                           

  

Figure08: Aspect macroscopique des colonies sur  milieu  M17 après 24h d’incubation à 37°C. 

 

 II.1.2.1.1.2. Sur milieu liquide 

 L’observation macroscopique des isolats sur  milieux (MRS et M17) liquide,  

montre un trouble  au fond du  tube qui douée à une croissance bactérienne avec une zone 

claire à la  surface du milieu (figure9). 
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Figure 09. Aspect de culture pure des bactéries lactiques, en milieu liquide  

T. Témoin            1.  Milieu M17      2. Milieu MRS 

 

II .1.2.1.2.Aspect microscopique 

L’observation microscopique a montré que ces souches sont toutes Gram positive se 

présentent en deux formes de cellules, bacilles et coques disposés soit en paires ou en 

chainettes plus ou moins longue (figures10 et11). 

  

Figure10.  Aspect microscopique et arrangement des isolats après coloration de gram objectif (×100), 

souche NS4, (Barre = 10µm) 

1 2 

Formation  d’un 

trouble  

 
Isolée 

Diplocoque 

Courte 

chainette  

10µm 



Chapitre II                                                                         Résultats et discussion 

 

 

 
28 

  

Figure11.  Aspect microscopique et arrangement des isolats après coloration de gram objectif (×100) 

objectif (×100), souche  AL2,   (Barre = 10µm) 

Les résultats de la morphologie et le mode de regroupement des isolats sur les deux milieux  

MRS et M17sont consignés dans le tableau 7. 

Tableau 07 : Morphologie des souches lactiques isolées 

Isolats Morphologie Mode de regroupement 

o AL1 

o AL2 

o AL3 

 

Bacilles 
 

o Isolée et en amas 

o Isolée et en chaînette 

o Isolée et en chaînette 
 

o NS1 

o NS2 

o NS3 

o NS4 

o NS5 

o NL1 

o NL2 

o NL3 

o NL4 

 

 

 

 

coques 

o diplo et en chaînette 

o diplo et en chaînette 

o diplo et en amas  

o diplo et en chaînette 

o en amas 

o diplo et en amas  

o diplo et en chaînette 

o diplo et en chaînette 

o diplo et en chaînette 
 

 

Les résultats obtenus d’après l’observation morphologique sont semblables aux travaux 

réalisés par Badis et al., (2004). 

 

II.1.2.2. Critères biochimiques et physiologiques 

Les  résultats des  tests physiologiques et biochimiques des isolats sont résumés dans les   

tableaux 8 et 9. 

Isolée 

Chainette plus au 

mois longue  

10µm 



Chapitre II                                                                         Résultats et discussion 

 

 

 
29 

II.1.2.2.1. Test de catalase 

Pour toutes les souches isolées sur les milieux MRS et M17 ne représentent pas 

d’effervescence lors de l’ajout d’une goutte de H2O2, ce qui s’explique par le fait que ces 

bactéries ne possèdent pas l’activité d’enzyme catalase (figure 12). 

 

Figure12: Résultats de test catalase 

II.1.2.2 .2.Type fermentaire 

Ce test est effectué sur le milieu MRS liquide contient une cloche de durham, elle 

permet de différencier les isolats homofermentaire des hétérofermentaire, après une 

incubation  à 42°C pendant 24h, les résultats montrent que aucun gaz n’est produit dans la 

cloche,  donc tous les isolats ont un métabolisme homofermentaire (figure13).L’absence des 

bulles au fond de la cloche confirme que les souches sont incapables de produire un gaz alors 

leurs métabolites de type homofermentaire.  

Les résultats de l’étude biochimique de la souche sont comparables avec les travaux 

réalisés par Hajd Said et al. (2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Type fermentaire sur milieu MRS liquide contenant la cloche de durham, incubé à 

42°C/24h (Absence de gaz dans la cloche).  

Pas de bulles d’air 
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II.1.2.2 .3.Test de TSI 

Ce  test  montre la fermentation de 3 sucres (lactose, saccharose, glucose) avec ou sans 

production de H2S. 

Le virage de la couleur au jaune au niveau de la coule signifie la fermentation de 

glucose et au niveau de la pente signifie la fermentation de lactose et/ou saccharose avec 

absence de H2S pour l’ensemble des isolats (Figure 14). 

 

Figure14. Test de TSI 

II.1.2.2 .4. Mannitol mobilité 

La  fermentation du mannitol se traduit par une acidification du milieu qui  mise en 

évidence par le virage de l’indicateur colore du pH de rouge vers le jaune. Nous avons 

remarqué que 5 sur les 12 bactéries testées  sont de couleur rouge (couleur inchangée) (NL1, 

NL2, NL4,  AL2,  AL3) et que 7 des souches testées sont de couleur jaune (NL3,  NS1,  NS2,  

NS3,  NS4, NS5,  AL1), ces dernières fermentent le mannitol c'est-à-dire qu’il ya une 

acidification du milieu révélée par un virage de l’indicateur de pH à sa teinte acide (bactéries 

mannitol +)(figure15 ). 

Cependant il n’y a pas des diffusions des souches dans le milieu au niveau de la piqure 

centrale  donc les souches sont immobiles. 
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Figure15. Résultats de test mannitol-mobilité 

A : Test positive B : Test negative 

II.1.2.2 .5.Test citrate de Simmons 

 Ce milieu permet de mettre en évidence l’utilisation du citrate comme seul source de 

carbone. 

 Pour tous  les isolats  il n’y a pas de virage de l’indicateur  de pH du vert au bleu, les 

souches n’utilisent pas le citrate comme seule source de carbone (figure16). 

 

 
Figure 16. Résultats de test de citrate de Simmons  

 II.1.2.2. 6.Test d’ONPG 

Les souches de NL1,  NL3,  NL4, NS1,  NS2, NS3,  NS4,  NS5, sont pourvues de la β- 

galactosidase, elles ont donné un résultat positif c’est-à-dire ONPG (+) où le milieu utilisé 

devient jaune. Alors que les souches de NL2,  AL1,  AL2,  AL3 ont donnant un résultat 

négatif c’est-à-dire le milieu restait incolore (figure 17).  

A B 
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Figure17. Résultats de test d’ONPG  

A : Aspect du test positif    B : Aspect du test négatif 

II.1.2.2.7.Test D’ADH 

Les souches NL4,  AL1,  AL2,  AL3 ont un résultat négatif, n’ont  pas la capacité à 

hydrolyser l’arginine, le virage du violet au jaune suite à une acidification du milieu, alors que   

les souches NL1, NL2, NL3, NS1,  NS2,  NS3, NS4, NS5 ont un résultat  positif virage de 

jaune à la violette suite à une ré-alcanisation du milieu et la fermentation de l’ammoniaque 

(figure18). 

 
Figure 18. Résultats de test d’ADH 

1: Test  positif     2 : Test négatif 

II.1.2.2.8.Test de thermorésistance 

 La thermorésistance est un caractère physiologique permettant de distinguer entre les 

isolats mésophiles et thermophiles.  

Disque 

ONPG A B 

1 2 



Chapitre II                                                                         Résultats et discussion 

 

 

 
33 

Après exposition des isolats à une température de 60°C pendant 30min suivie d’une 

incubation de 24 h, toutes les souches ont révélés un résultat positif.  

 

 

Figure 19: Résultats de test de Thermorésistance 

II.1.2.2.9.Test de croissance en présence de NaCl 

La mise en culture des souches en présence de 2%, 4%, 6.5% de NaCl permet 

d’évaluer leurs aptitudes à croitre en présence de ces différentes concentrations.  

Les résultats ont montrés que toutes les souches isolées sont capables de croitre sur 

bouillon M17 avec une concentration de 2% et 4 %, par contre aucune croissance sur la 

concentration 6.5%  qui permet de différencier les entérocoques qui on  la capacité de croitre 

à cette concentration. 

En revanche aucune croissance n’a été détectée sur le bouillon MRS avec les trois 

concentrations qui signifie la grande sensibilité de lactobacilles thermophiles au sel. 

 

Figure 20.Résultats  de test de croissance en présence de différente concentration de NaCl 

 

 

 

Croissance  
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Tableau 08. Résultats des tests  physiologiques et biochimiques des isolats  sur milieu MRS 
              Souches 

Tests 

AL1 AL2 AL3 

catalase    

Type fermentaire HFM HFM HFM 

TSI fermentation des 

sucres 
+ + + 

H2S    

ONPG    

mannitol 

mobilité 

mobilité 
 

 

+ 

 

 

 

 

 

 

 

 mannitol 

Citrate de Simmons    

ADH    

T °de croissance  42°C 

Thermorésistance à60°C/30min  

+ 

 

+ + 

croissance à 

défirent 

concentration 

de Na Cl 

 

2%  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4% 

6.5% 

(+) test positif ;() test négatif ; HFM : Homofermentaire 

Tableau 09. Résultats des tests  physiologiques et biochimiques des isolats  sur milieu M17. 

                Souches  

Tests 

NL1 NL2 NL3 NL4 NS1 NS2 NS3 NS4 NS5 

Catalase           

Type fermentaire HFM HFM HFM HFM HFM HFM HFM HFM HFM 

TSI fermentation des 

sucres 

+ + + + + + + + + 

H2S          

ONPG +  + + + + + + + 

 Mannitol 

Mobilité 

 

Mobilité   

 

 

 

 

 

 

 

+ 

 

 

 

 

 

+ 

 

 

+ 

 

 

+ 

 

 

+ 

 

 

+ 
mannitol 

 

Citrate de Simmons          

ADH + + +  + + + + + 

T °de croissance  37°C  

Thermorésistance à 

60°C/30min 

+ + + + + + + + + 

Croissance à 

différente 

concentration 

de Na Cl 

2% + 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

4% + + 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

6.5%  

 

        

(+) test positif ;() test négatif ; HFM : Homofermentaire. 
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Suite à l’analyse des caractères morphologiques, physiologiques et biochimiques  

comparés a ce de (Guirade (1998),  Bekhouche et Boulahroif (2005), Bennama (2012), 

Moulay et al. (2016), et par l’utilisation de site abis online bacterial identification 

(http://www.tgw1916.net/bacteria-logare-desk top.html) nous avons  pu identifier : 

02 souches de Lactobacillus acidophilus 

01 souche de  Lactobacillus salivarius 

09 souches de  Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 

Le tableau 10 résume  les 12  bactéries  lactiques identifiées. 

Tableau 10. Identification des souches de bactéries lactiques thermophiles. 

 Code de souche identification 

AL2, AL3 Lactobacillus acidophilus 

AL1 Lactobacillus salivarius 

NL1, NL3, NL4, NS1, NS2, NS3, NS4, NS5 

NL2 

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.tgw1916.net/bacteria-logare-desk%20top.html
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II. 2.Discussion 

 De par leur importance économique considérable, en particulier dans le secteur 

laitier, les bactéries lactiques étudiées   afin de mieux  les connaitre  pour mieux   contrôler  la 

fabrication (Badis et al., 2004), dans la présente étude nous sommes intéressés à l’isolement        

et l’identification des souches lactiques thermophiles, présentant un intérêt  technologique : 

lactobacilles thermophiles et streptocoques thermophiles à partir  d’un lait cru de vache. 

 Un ensemble de 12 souches  lactiques  ont été isolées, 9 isolat sur le milieu M17 et 3 

à partir de milieu MRS. 

 Les même méthodes, les même milieux de culture sont utilisés  pour la sélection des 

souches lactiques thermophiles (Saidi et al ., 2002, Allouche  etal.,2010,  Bennama  ,2012 ; 

Moulay et al., 2016). 

 Deux  paramètres sélectifs sont utilisés afin d’isoler  la flore  thermophiles : le milieu 

utilisé et la température   d’incubation, Le milieu MRS  pour les lactobacilles et M17 pour les 

streptocoques, Martin et al.(2006) ont signale  que les milieux utilisé pour  l’isolement des 

lactobacilles doivent tenir compte la nature acidophile de ces organismes et leurs besoins 

nutritionnels complexes, ils doivent contenir de facteurs de croissance adéquats : l’extrait de 

levure comme source de vitamines, ainsi que le peptone, du manganèse, de l’acétate et du 

tween 80 stimulant. 

Shankar et Davies (1977) sité  par Rabia et Negendra (2011)  ont montre que   le milieu 

M17 contenant du b-glycérophosphate  s’est avéré inhibiteur pour de nombreuses souches de 

Lb delbrueckiisubsp. bulgaricus, mais il a permit une bonne croissance de S.thermophilus. 

  Deuxième paramètre est la température  d’incubation,  de vuystet al. (1998) ont 

montré que 42°C est la température optimale de lactobacilles thermophiles, d’autre  auteurs 

ont utilisé des températures supérieur à 44°C comme Badis et al. (2005) pour  l’isolement. 

Pour  S. thermophilus, nous avons utilisés la température 37°C qui a été  utilisée  par d’autres 

comme  Moulay et al. (2016). Guiraud en 2012 on singleque les S.thermophiles ils se 

développé bien à 37°C. 

 La croissance bactérienne  dans le milieu M17 est beaucoup plus importante que 

dans le milieu MRS  peut être interprétée   soit par la richesse du  milieu M17 en composant  

nutritif (Mora et al .,2005) soit  la dominance  des S.thermophilus dans le lait (Monnet et al 

.,2004), en 2012Bennama a signalé que  le nombre des S.thermophilus  ne dépasse pas 

1×103ufc/ml dans le lait cru . 
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 Badis et al . (2005) a signalé la dominance de lactobacilles thermophiles dans un  

échantillon de lait de chèvre  contrairement aux nos résultats,  une dominance des coques par 

rapport au bacille. 

Saidi et al. (2002) a mentionné que  la présence des espèces bactériennes dépendant 

essentiellement sur la nature du lait cru  et les conditions d’analyse.       

 L’analyse des résultats biochimiques et physiologiques montre que tous les isolats 

sont gram positif, catalase négative, homofermentaire, immobiles,  ce qu’est caractérisé  les 

bactéries lactiques décrites  par la littérature. 

 A travers la caractérisation physiologique, le comportement des isolats dans les 

différentes  conditions  de culture  sur les deux milieux a révélé l’aptitude  de croissance à 

température de 42°C et 37°C, Une thermorésitance à 60°C pendant 30min. La croissance en 

différente concentration de NaCl a relevé une croissance variable chez les S. thermophilus : 

une croissance observée à 2% et 4 % et aucune croissance à 6.5% qui permet de différencier 

les entérocoques, par contre aucune croissance n’a été détectée chez les lactobacilles 

thermophiles qui signifient la grande sensibilité au sel. 

 En ce qui concerne la caractérisation biochimique le résultat d’utilisation de citrate 

est un résultat normal  grâce aux exigences nutritionnelles des bactéries lactiques. Pour 

l’utilisation de citrate il faut la présence d’un substrat  fermentescible et d’une source d’azote 

(Noval, 1996). 

  Les souches des lactobacilles sont différenciées par le test d’ADH, l’incapacité à 

hydrolyser l’arginine de  lactobacilles thermophile est un résultat normal, dû à leur 

appartenance aux groupes des homofermentaires obligatoires. Noval (1996) àmentionné  que 

le catabolisme de l’arginine est fréquent  dans le groupe  des hétérofermentaires facultatives  

et absent dans  les groupes des homo  et les hétérofermentaires  obligatoires. 

 La  détermination de la capacité de la fermentation d’une gamme donnée des 

glucides sa défier d’une espèce a l’autre  du genre Lactobacillus  Parada et al., 2007. 

Bennama (2012),  site que l’espèce de S. thermophilus on une capacité limitée à utiliser les 

hydrates de carbone, seulement cinq différents sucres sont fermentés : le glucose, lactose, 

saccharose,  galactose et fructose.  
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 L’activité enzymatique  sert souvent à différencier les bactéries lactiques. Il est 

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

en des espèces distinctes au moyen d’épreuves biochimiques.   

 À  la vue des résultats obtenus, nous prouvons dire que l’identification par la 

caractérisation morphologique, physiologique et biochimique est très importante  et c’est 

même l’étape clé de l’isolement et la pré-identification. 
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Conclusion 

La présente étude a été conduite  dans le but d’isoler et identifier  des bactéries 

lactiques thermophiles ayant un intérêt technologique (Lactobacilles thermophiles et 

streptocoques thermophiles). 

L’isolement des bactéries lactiques thermophiles sur les deux milieux MRS et M17 a 

permit d’étudier  les caractères morphologiques, physiologiques et biochimiques des souches 

isolées. 

Les résultats obtenus confirment que les souches sont toutes gram positifs, sous forme 

des coques et des bacilles, catalase négative, homofermentaire, thermorésistante à 60°C avec 

une fermentation différentielle du sucre. 

Au total de 12 souches ont été identifiées, les résultats obtenus faisaient l’objet d’une 

comparaison avec d’autre travaux similaires et par l’utilisation de site d’identification Abis 

online  bacterial identification (http://www.tgw 1916 .net /bacterialogare-desktop.html) a 

permit d’identifier : 

 02 souches Lactobacillus acidophilus 

 01 souche Lactobacillus salivarius 

 09 souches Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 

Pour compléter ce travail, des études plus approfondies doivent être menées  notamment :  

✓ Tests des souches à une gamme d’antibiotiques 

✓ Evaluation des souches a des aptitudes technologiques telles que le pouvoir acidifiant 

et protéolytiques. 

✓ Etude de l’activité antibactérienne des souches thermophiles vis-à-vis des germes 

pathogènes. 

✓ Essaie  de fabrication d’un lait fermenté 

✓ Identification par séquençage d’ARN 16s 

   

http://www.tgw/
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Annexe 01 

Composition des milieux de cultures d’isolement (MRS et M17) selon 

Guiraud, (1998) 

➢ Milieu MRS  bouillon 

Peptone                                                                                                                                    10g 

Extrait de viande                                                                                                                     10g 

Extrait de levure                                                                                                                      5g 

Glucose                                                                                                                                                  20g 

Tween 80                                                                                                                                 1ml 

Phosphate dipotassique                                                                                                            2g 

Acétate de sodium                                                                                                                   5g 

Citrate triammonique                                                                                                              2g 

Sulfate de magnésium                                                                                                        200mg 

Sulfate de manganèse                                                                                                           50mg 

Eau distillée                                                                                                                       1000ml 

PH : 6,5 

Autoclavage 120° C Pendant 15 min. 

➢ Gélose MRS 

Composition de bouillon MRS +15g agar (en g/l d’eau distillée) 

➢ Gélose MRS modifié : 

Composition de bouillon MRS +15g Agar(en g/l eau distillée) +0,3g de CaCO3 

➢ Milieu M17 bouillon 

Peptone de caséine                                                                                                                 2,5g 

Peptone de viande                                                                                                                  2,5g 

Peptone de soja                                                                                                                          5g 

Extrait de levure                                                                                                                     2,5g 

Extrait de viande                                                                                                                       5g 

Glycérophosphate de sodium                                                                                                 19g 

Sulfate de magnésium                                                                                                          0,25g 
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Lactose                                                                                                                                      5g 

Acide Ascorbique                                                                                                                   0,5g 

Eau distillée                                                                                                                       1000ml 

PH : 7,2 

Autoclavage 120 °C, 15 min 

➢ Gélose M17  

➢ Composition de bouillon M17 +15g agar (en g/l d’eau distillée) 

➢  Eau peptone tamponnée : 

Chlorure de sodium                                                                                                                   5g  

Phosphate de sodium phosphate dipotassique                                                                          9g 

Phosphate monopotassique                                                                                                    1,5g          

Eau distillée                                                                                                                       1000ml 

PH : 7,2 

Autoclavage 115° C pendant 30 min. 

Annexe 02 

Composition des Milieux  utilise pour l’identification 

➢ Eau physiologique : 

Chlorure de sodium                                                                                                                8.5g 

Eau distillée                                                                                                                                1l 

 Autoclave 20min à 120°c.  

➢ Mannitol- mobilité : 

Peptone trypsique de viande                                                                                                   20g 

Agar          4g 

Mannitol                                                         2g 

Rouge de phénol à1                                                        4ml 

KNO3                                                          1g 

Eau distillée                                                  1000ml 

PH : 7,6-7,8. 

Autoclavage 120 °C pendant 15min  



 

 
47 

➢ Milieu TSI (triple sugariron) : 

Peptone                                                                                                                                    20g 

Agar                        12g 

Lactose                        10g 

Saccharose                       10g 

Na cl                         5g 

Extrait de viande        3g 

Extrait de levure                         3g 

Glucose                         1g 

Citrate ferrique                       0,3g 

Na2S2O3                                                                                                                                   0,3g 

Rouge de phénol                   0,025g 

Ph : 7,3 

Autoclavage 120 c pendant 20min. 

➢ Citrate de Simmons  

Sulfate de magnésium                       0,2g 

Citrate de sodium                          2g 

Chlorure de sodium                          5g 

Phosphate dipotassique                         1g 

Phosphate monoammonique                          1g 

Bleu de bronothynol                        80g 

Agar                          12g 

Eau distillée qsp                 1000ml 

PH : 7 

Autoclave 20min 120°C. 

 

➢ Arginine d’hydrolase (ADH) : 

Arginine                      5g 
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Extrait de levure                      3g 

Chlorure de sodium                     5g 

pourpre de bronacrésol                16mg 

Glucose                    1g 

Eau distillée qsp              1000ml 

PH : 6,4 

 La répartition est faite en tube stériliser 15min à 120c. 

➢ ONPG  

Un disque ONPG peut être préparé en déposant 3 à 5 gouttes sur un disque de papier filtre. 

Annexe 03 

Composition des colorent 

➢ Fuchsine  

Fuchine basique                                                                                                                1g 

Alcool éthylique à90               10ml 

Phénol                   5g 

Eau distillée             100ml 

➢ Lugol 

Iode                   1g 

Iodure de potassium                   2g 

Eau distillée             300ml 

➢ Violet de gentiane : 

Violetdegentiane                   1g 

Ethanol à 90               10ml 

Phénol                                                                                                                                        2g

  

Eau distillée        100ml 
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Annexe 04 

Milieu de conservation  

➢ Lait écrémé : 

Lait écrémé             10g 

Eau distillée         100ml 

La stérilisation à 110°C pendant 10min 

  Annexe 05 

Repiquages 
 

 

 

 

 

Figure21 : Aspects des colonies lactobacille thermophile après séries de la purification sur 

MRS. 

 

3éme repiquage 
 

 

 

4éme repiquage 
 



 

 
50 

 

 

Figure  22: Aspects des colonies  streptocoque  thermophile après séries de la purification sur      

M17. 

Annexe 06 

Coloration de gram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Déroulement de la coloration de gram 

 

3éme repiquage 4éme repiquage 
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Figure 24 : Résultats de coloration de gram sur la lame. 

 

Figure 25 : Observation microscopique des souches sur milieu M17 

 

 

 

Figure 26 : Observation microscopique des souches sur milieu MRS 
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 Annexe 07 

  Régulation  de pH  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Régulation de pH de milieu 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Résume  

Notre étude a porté  sur l’isolement et l’identification  des bactéries lactiques 

thermophiles, à partir du lait cru de vache. 

Les différentes souches ont été identifiées sur la base des méthodes classiques afin de les 

attribuées aux différent genres voir espèces. 

Au totale de 12 souches de bactéries lactiques ont été isolées suivant  la coloration de 

gram et le test de la catalase, purifiées puis soumises à un ensemble  des tests biochimiques et 

physiologiques (type fermentaire,  test d’hydrolyse de l’arginine , utilisation de citrate, test 

d’ONPG tests des sucres, croissance  en présence de NaCl et la thermorésistance), ce qui nous 

a  permit d’identifié : 

-2 souches de Lactobacillus acidophilus ;  

-1 souche de Lactobacillus salivarius ; 

-9 souches de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus. 

  

 Mots clés : lait de vache, isolement, identification, thermophiles, bactéries lactiques  

 الملخص 

 

الخام.  الأبقار  حليب من للحرارة المحبة اللاكتيك حمض بكتيريا وتحديد  عزل على دراستنا ركزت  

مختلفة.  أنواع  أو  أجناس  إلى تعيينها أجل  من التقليدية الطرق  باستخدام المختلفة السلالات تحديد تم  

 إخضاعها ثم تنقيتها وتم الكاتلاز، واختبار الجرام  تلوين باستخدام اللاكتيك حمض بكتيريا من  سلالة   12 مجموعه  ما عزل  تم  وقد

  السترات،  واستخدام للأرجينين، المائي التحلل  واختبار التخمير، نوع ) والفسيولوجية   الحيوية الكيميائية الاختبارات من لسلسلة 

   تحديد من مكننا مما  ،(الحرارية  والمقاومة ،  وجود كلوريد الصوديوم في  والنمو  السكر، واختبارات ، واختبار بيتا قلكتوزيداز  

Lactobacillus acidophilus سلالات من   2   

Lactobacillus salivarius سلالة من  1  

Sstreptococcussalivariussubsp.thermophilus سلالات من  9 

حليبالبقر،معزول،تحديدالهوية،البكتيرياالمحبةللحرارة،البكتيريااللبنية: الكلمات المفتاحية   

 

 

 

 



 

 

Summary  

Our study focused on the isolation and identification of thermophilic lactic acid 

bacteria from raw cow's milk. 

The various strains were identified on the basis of classical methods in order to assign them to 

the various genera or species. 

A total of 12 strains of lactic acid bacteria were isolated using gram staining and the 

catalase test, purified and then subjected to a series of biochemical and physiological tests 

(fermentation type, arginine hydrolysis test, citrate use, ONPG test, sugar tests, growth in the 

presence of Na Cl and thermoresistance) enabling us to identify : 

  2 strains of lactobacillus acidophilus  

1 strain of lactobacillus salivarius 

9 strains of streptococcus salivarius subsp.thermophilus 

Keywords: Cow's milk, isolated, identification, thermophilic bacteria, lactic bacteria 

 

 


