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Introduction

Les mammiféres produisent des anticorps, des immunoglobulines et d'autres
constituants aux nouveau-nés, pendant ou peu apres la naissance. Cette « immunité empruntée
» est une forme d'immunité passive qui protege les nourrissons contre les agents pathogenes
environnementaux jusqu'a ce qu'ils développent leurs propres systémes immunitaire. Un
adéquat transfert de I'immunité passive réduit le risque de mortalité et de morbidité pendant les
premieres semaines de vie. Ainsi, chez le veau, le risque de mortalité dans leurs 6 premiers
mois de vie diminue significativement avec 1’augmentation du taux protéique sérique (35% de
risque de mortalité avec 4g/L contre seulement 10% avec 6,5g/L de protéines sériques
(Donovan et al., 1998).

Chez les bovins, les ovins, les camelins et d’autres espéces animales, la plupart des
immunoglobulines sont obtenues a partir du colostrum, le premier lait apres la mise-bas (Struff
et al., 2007). Le colostrum constitue une excellente source de facteurs de croissance et de
composants immunomodulateurs (des immunoglobulines et d'autres proteines sériques), qui
jouent un role prépondérant dans la vie des veaux nouveau-nés en inhibant les agents
pathogenes viraux et bactériens et en améliorent la santé gastro-intestinale et I'état corporel de
I’animal (Rathe et al., 2014 ; Lemaitre, 2021).

Par ailleurs, le colostrum bovin est un bon aliment pour les humains en bonne santé et
malades. Il est utilisé pour le traitement des maladies infectieuses et consommeé comme un
aliment probiotique, vue sa richesse en bactéries lactiques a potentiel probiotique souhaitable
(Vitola et al., 2018 ; Naeemi et al., 2019).

La découverte des bactéries lactiques a conduit a une nouvelle fagcon de voir les bactéries
comme potentiellement bénéfiques, plutdét que pathogeénes (Tripathi et Giri, 2014). Ces
bactéries sont désignées comme agents protecteurs dans les aliments fermentés. Elles sont
plutdt utilisés en agroalimentaire pour réduire I’emploi des traitements physiques
(pasteurisation, stérilisation et réfrigération,...) en les employant comme un outil de prévention
(Ren et al., 2018).

Dans ce contexte, les principaux objectifs de ce travail sont :

e L’analyse physico-chimique et microbiologique du colostrum bovin prélevé le premier et le

sixieme jour apres parturition ;

e L’effet de la conservation du colostrum a températures ambiante sur leurs caractéristiques

physicochimiques et sa composante microbienne ;
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e [’isolement de bactéries lactiques a partir du colostrum bovin ;

e [’¢tude de I’activité antibactérienne du colostrum bovin et des souches lactiques isolés vis-

a-vis des souches pathogénes.
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Chapitre 1 : Colostrum bovin

1. Définition du colostrum

Le lait est le produit de sécrétion des glandes mammaires des mammiféres comme la vache
et la brebis, destiné a I’alimentation de jeune animal naissant (Alais, 1975).
Le lait est une denrée précieuse utilisée depuis la préhistoire par I’homme, secrété des femelles
d’une variété de mammiferes, provient de la traite compléte d’une femelle bien nourrie et non
surmontée. Sa composition est une Véritable richesse en plusieurs nutriments de base (lipides,

glucide, calcium et des vitamines).

1.1. Définition légale

Légalement, le colostrum correspond selon le code civil au produit de la traite des 6
premiers jours apres la mise-bas. Ce texte précise en effet que "sera considéré comme lait
impropre a la consommation humaine : le lait provenant d'une traite opérée moins de 7 jours

apres le part et d'une maniére géneérale, le lait contenant du colostrum (Maillard, 2006).

1.2. Définition biologique

Le colostrum bovin (CB) est une source abondante riche en molécule immunologique et
notamment biologique, seécrété par les glandes mammaires dans les 24 a 36 premieres heures
directement aprés la parturition (colostrum post-partum). En plus de sa richesses en nutriments
et en composants bioactifs qui conférent le systeme immunitaire des veaux nouveau-nés et
protegent leurs vie au cours des premiers mois, il contient une microflore précieuse, y compris
des membres des genres Lactobacillus et Bifidobacterium qui ont été largement utilisés dans

les aliments probiotiques (Mehra et al., 2022).

2. Composition du colostrum bovin
2.1. Les composants bioactifs

C'est un groupe de composés alimentaires ayant des activités chimiques fonctionnelles.
Ces composants ont des capacités immunitaires efficaces directes et indirectes (Stelwagen et
al., 2009). La quantité de composés bioactifs dans le colostrum bovin est beaucoup plus élevée
que dans le lait (tableau 1) (McGrath et al., 2016).
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2.1.1. Les enzymes

Le rble des enzymes réside dans le systéme immunitaire de I'organisme, car ils stimulent la
décomposition et la désinfection bactérienne, ainsi que les activités antivirales et anti-
tumorales (Lie et al., 1986).

2.1.2. La matiere grasse

La teneur en matieres grasses du colostrum bovin est supérieure a celle du lait
(Czerniewicz et al., 2006). Sa composition est également trés particuliere, I'acide palmitoléique
et I'acide myristique sont plus abondants dans le colostrum que dans le lait mature (O'Callaghan
et al., 2020). Les preuves suggerent que ces acides gras agissent comme des molécules de
signalisation et aident a réguler la lipogenése dans le foie (German et al., 2019). De plus, de
nombreuses vitamines présentes dans le lait sont liposolubles et I'élimination de ces graisses

réduira également la concentration des vitamines dans le colostrum.

2.1.3. Les facteurs de croissance

Le colostrum bovin contient environ 50 peptides comme facteurs de croissance (Bagwe et
al., 2015). llIs résistent au traitement thermique (jusqu'a 60°C) et contiennent également des
peptides bioactifs codés par des sequences moléculaires d'origine protéiques (Playford et al.,
2020).Ces peptides ont des fonctions antihypertenseurs, antioxydantes, anticoagulantes,

antibactériennes et immunitaires (Korhonen, 2011).

Plusieurs études ont également montré que les facteurs de croissance augmentent la
production de lymphocytes T, accélerent la guérison, équilibrent la glycémie, réduisent les
besoins en insuline, augmentent la masse musculaire ainsi que la croissance et la réparation des
os (Rona, 1998).

2.1.4. Les vitamines et les minéraux

Le colostrum contient des niveaux élevés de vitamines hydrosolubles essentielles a la santé
humaine. Comparé au lait mature, il a une concentration plus élevée, dont les plus importantes
sont les vitamines A, B, C, D et E (Arslan et al., 2021).

Le colostrum et le lait cru sont de bonnes sources de nombreux minéraux. La concentration
en minéraux dans le colostrum est beaucoup plus élevée que dans le lait mature (tableau 1)
(Haug et al., 2007).
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Tableau 1 : comparaison entre le lait et le colostrum bovin (DIDIER, 1999).

D % MG Lac PT | Caseine Vit A Vit E Mg Se
(9/Kg) | (9/Kg) | (9/Kg) | (9/Kg) | (UIL) | (mg/L) | (9/Kg) | (mg/Kg)
CB | 1.060 50 30 140 48 10000 10 0.4 0.05
Lait | 1.032 39 49 31 25 1000 1 0.12 0.02

2.2. Les facteurs antibactériens du colostrum bovin
2.2.1. Les immunoglobulines

Les immunoglobulines sont des protéines complexes appelées anticorps qui constituent une
part importante des proteines totales du colostrum bovin. Il existe différents types
d'immunoglobulines présentes dans le colostrum, appelées isotypes 1gG, IgA, IgM (Bagwe et
al., 2015).

L'lgG est le facteur immunitaire le plus abondant dans le CB. Les IgG neutralisent les
toxines et les microbes dans le systeme lymphatique et circulatoire. Les IgM détruisent les

bactéries, tandis que les IgE et les IgD sont hautement antivirales (Rump et al., 1992).

2.2.2. Lactoferrine

La lactoferine (LF) bovine est une glycoprotéine de 80k Da (Goodman et Svhanbacher,
1991). Sa concentration dans le CB et dans le lait est respectivement d'environ 1,5- 5 g/let 0,1
g/1 (Korhonen, 1977). Elle possede multiples activités antimicrobiennes, antiparasitaires, anti-
tumorales et immuno-modulatrices (Buttar et al., 2017). Par ailleurs, elle joue un réle
prépondérant dans 1’absorption du fer dans l’intestin et dans 1’activation de la réponse

immunitaire par les phagocytes (Siqueiros-Cendon et al., 2014 ).

2.2.3. Lactopyroxydase

La lactopyroxydase est une enzyme produite dans la glande mammaire (Korhonen, 2013).
Elle est présente dans le colostrum bovin a de faibles concentrations au départ, mais qui atteint
son maximum dans 3 a 5 jours (Farkye et Bansal, 2011). Elle représente I'un des principaux
agents antibactériens du colostrum. Elle libére des produits d'oxydation toxiques pour certaines

bactéries Gram-positives et Gram-négatives telles que Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
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typhimurium, Listeria monocytogenes, Streptococcus mutans et Staphylococcus aureus
(WolfsonetSumner, 1993).

2.2.4. Leucocytes

Les leucocytes du colostrumjouent un role important dans la stimulation de la production
d'interféron qui ralentit la réplication virale en empéchant sa pénétration dans la paroi cellulaire
(Rawal et al., 2008).

2.2.5. Cytokines

Ce sont les interleukines. Elles régulent la durée et la force de la réponse immunitaire. Elles
stimulent l'activité des lymphocytes T et posseédent une forte activite antivirale et anti-tumorale.
L'interleukine 10 a une activité anti-inflammatoire dans l'arthrite et les plaies (Bocci et al.,
1991).

2.2.6. Lysozyme

Le lysozyme est une protéase résistante a la chaleur, un agent hydrolysant et un activateur
du systeme immunitaire capable de détruire les bacteries et les virus (Amiot et al., 2002). 1l
attaque le peptidoglycane ce qui entraine la dissolution de la paroi et la mort des bactéries
(Reitter, 1978). La présence de LF augmentait l'activité antibactérienne du lysozyme, en
particulier contre Escherichia coli (YAMAUCHI et al., 1993).

3. Qualité microbiologique du colostrum bovin

Les produits laitiers sont considérés comme un environnement de croissance approprié pour
une gamme de micro-organismes en raison de leur valeur nutritionnelle, principalement leur
teneur élevée en protéines et en matieres grasses (Tassew et al., 2010). Les bactéries pathogénes
présentes dans le lait et les produits laitiers seraient responsables de 1 a 5 % des épidémies de
maladies bactériennes d'origine alimentaire humaines dans les pays industrialisés (Claeys et al.,
2013). La charge bactérienne dans le colostrum peut étre influencée par la ferme laitiere ainsi

gu'avant et apres le traitement thermique (Stewart et al., 2005).
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3.1. Bactéries probiotiques
Les probiotiques sont tous les micro-organismes vivant qui, lorsqu’ils sont administrés en
quantité suffisante exercent une action bénéfique sur la sante de I'héte. lls sont essentiellement

composeés de bactérie lactique (BL).

En plus de la composition nutritionnelle et la composition immune, le CB contient des
communautés microbiennes précieuses, y compris des membres des genres Lactobacillus et
Bifidobacterium, qui ont été largement utilisés dans les aliments probiotiques (Lindner et al.,
2011).

Le genre Bifidobacteriuma été couramment utilisé comme souche probiotique en raison de
ses bienfaits prouvés pour la santé et de son omniprésence dans le systéeme digestif. En
particulier, on s'intéresse de plus en plus aux bifidobacteries en tant qu'agent protecteur contre
les maladies infectieuses. Il aide a améliorer la réponse immunitaire et a réduire les symptémes
du syndrome du colon irritable, de la colite ulcéreuse, des maladies allergiques et de la dermatite
atopique liée aux IgE (Morrin et al., 2019).

Les Lactobacillus sont généralement considérées comme des souches de biosécurité
(GRAS : Generally Regarded As Safe) qui inhibent les coliformes et les autres pathogenes
bactériens (Wittanalai et al.,2019). Elles ont montré leur capacité a inhiber la croissance de
plusieurs bactéries pathogénes d'origine alimentaire (E. coli O157: H7, Salmonella enterica,
sérotype Typhimurium, Staphylococcus aureus) (Lima et al., 2017). Elles ont également montré

des effets anticancéreux (Vivarelli et al., 2019).

3.2. La flore indigene

Les animaux et les humains sont exposes a des maladies et des infections transmissibles par
des bactéries d'origine animale.Ces bactéries sont transmises par les aliments et comprennent :
Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria monocytogenes,
Escherichia coli et Bacillus spp. (Abebe et al., 2020).

Staphylococcus aureus a été classé comme agent pathogéne des humains et de nombreux
types d'animaux, y compris le bétail. Elle est considérée comme Il'une des causes les plus
courantes d'infection du bouclier bactérien et c'est 'un des agents pathogénes des maladies
infectieuses trés diversifié en raison du risque de développer une résistance aux antibiotiques
(Abebe et al., 2020).
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La salmonelle est une bactérie d’origine animale responsable des salmonelloses. Son habitat
principal est le tractus intestinal des animaux, tels que les animaux de ferme. Elle est le plus
souvent transmise a I'homme par le biais de produits alimentaires d'origine animale contaminés

tels que le lait, la viande et les ceufs (Fasse, Set al., 2021).

Listeria monocytogenes est la bactérie responsable de la listériose, une maladie grave chez
I'hnomme et I'animal. La consommation d'aliments contaminés est la principale cause d'infection.
Le lait et les produits laitiers font également partie des stimuli. La contamination peut se
produire directement avec le lait en vrac a la suite d'une infection du pis. Comme pour la

pollution indirecte provenant de sources environnementales (Hasegawa et al., 2013).

Escherichia coli est également classé comme I'un des agents responsables des maladies
intestinales aigu€s chez 'homme et I’animal. La mammite a E. coli est une maladie majeure
chez les vaches causée par la contamination des mamelons a la suite d'une contamination fécale
(Kobori, D et al., 2004).

Bacillus spp. est considérée comme un pathogene zoonotique important dans le lait (Jans et
al., 2017) et dans le colostrum (Fecteau et al.,2002).

3.3. La flore de contamination
Cette flore est ’ensemble des microorganismes contaminant le lait, de la récolte jusqu’a la
consommation. Elle est composée d’une flore d’altération et d’une flore pathogeéne qui nuise

la qualité organoleptique et notamment bactériologique du lait.
Le colostrum bovin se contamine par des apports microbiens d'origines diverses:

- Feéces et téguments de I'animal : Coliformes, Entérocoques, Clostridium, éventuellement

Entérobactéries pathogenes (Salmonella, Shigella, Yersinia)...etc ;
- Sol: Streptomyces, Listeria, bactéries sporulées, spores fongiques... etc;
- Air et eau : flores divers dont Pseudomonas, bactéries sporulées...etc ;

- Litiéres et aliments : flore banale variée, en particulier Lactobacilluset Clostridium

butyricum ;

- Equipement de traite et de stockage du colostrum : microcoques, levures, flore lactique,

lactobacilles et les streptocoques ;
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-Manipulateurs : Staphylocoques dans le cas de traite manuelle, mais aussi germes provenant

d'expectorations, de contaminations fécales...etc.

3.3.1. Pathogéne bovin

La mammite est une inflammation de la glande mammaire causée par une infection par des
bactéries qui constituent un large groupe d'organismes, notamment les bactéries Gram-
négatives et Gram-positives, les mycoplasmes et les algues (Zadoksetal., 2011). Une
inflammation de la glande mammaire est considérée comme une maladie contagieuse répandue
chez les éleveurs de bovins (Lima et al., 2017).Cette infection réduit la production, modifie la
composition du lait et raccourcit la durée de vie productive du lait d'un point de vue
économique. C'est un énorme fardeau économique pour l'industrie laitiere dans le monde entier
(Lima et al., 2017).

Plusieurs espéces du genre Streptococcus considérées comme bactéries contagieuses ont été
reperées dans le colostrum bovin (Houser et al., 2008). Parmi eux, Streptococcus uberis est un
agent pathogene animal qui cause la mammite, mais il n'a pas été prouvé gu'il soit nocif pour
I'nomme (Zadoks et al., 2011). lIs est responsables de 20a 30% des mammites cliniques (Gyles
et al., 2008). Streptococcus bovis provoque une bactériémie, une méningite, une périanite et un
cancer du colon et du rectum (Jans et al., 2017). Quant a Streptococcus agalactiae, elle
provogue de nombreuses maladies chez I'homme, notamment des infections gastro-intestinales
chez le nourrisson, des septicémies, des infections urinaires et la tuberculose chez I'adulte
(Zadoks et al., 2011). Streptococcus dysgalatiae se retrouve également dans le lait et elle est

nocive pour I'hnomme (Fecteau et al., 2002).

Le Mycoplasmaspp.a été détecté dans le colostrum. M. bovin est considéré comme un
agent pathogene de maladies animales, notamment les maladies respiratoires et l'arthrite chez
les bovins (Maunsell et al., 2011).

La présence de Corynebacteruimspp. dans le colostrum bovin a été prouvée (Fecteau et
al., 2002). C.bovis est considéré comme I'un des facteurs qui causent des inflammations graves

qui provoquent des maladies rares chez I'nomme (Bernard et al., 2002).

La présence de Trueperellapyogenes dans le CB a également été démontrée (Fecteau et
al., 2002). Elle est considéré comme un agent causal de la mammite suppurée aigué
(Zastempowska et Lassa, 2012). Elle provoque également une endocardite chez I'nomme (Dong
et al., 2020).
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La MAP ou Mycobacterium avium subsp paratuberculosis est une bactérie pathogéne qui
a été détectée dans le lait et le colostrum prélevé chez les vaches infectées de fagon sub-clinique,
suggérant ainsi que le colostrum et les déchets laitiers peuvent appartenir a la premiére source
d’infection des veaux (Strettes et al., 1995). La MAP cause la maladie de John, une infection
chez les bovins qui se distingue par une entérite chronique des intestins des ruminants (Claeys
et al., 2013). Elle entraine des symptdmes graves pour le veau nouveau-né tels que la diarrhée
progressive, la perte de poids et éventuellement la mort. Bien que la source la plus courante de
MAP soit considérée comme les feces de bovins adultes infectés, la plupart des transmissions
se font par voie fécale-orale (Sweeney, 1994).

Les Coliformes fécaux sont un sous-groupe de coliformes totaux principalement présent
dans les excréments humains et animaux. Ils sont utilisés comme un indicateur de
contamination fécale dans les produits laitiers (Gleeson et Gray, 1997) et comme un signe d’une
mauvaise manipulation du mamelon ou d’un refroidissement insuffisant. Derakhshani et al.,
(2018) ont confirme la présence de bactéries intestinales dans le colostrum comme Escherichia
coli, qui peuvent étre a l'origine de Il'infection par la mammite bovine (Nonnecke et Smith,
1984). Certains coliformes spécifiques, comme Escherichia coli entéro hémorragique, peuvent

étre des bactéries pathogenes pour I'nomme (Gleeson et Gray, 1997).

Les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles ou des coccobacilles a Gram
négatif non fermentaires. Ce sont des agents pathogenes opportunistes qui envahissent souvent
le tissu de leurs hotes et causent une infection et une bactériémie chez les hotes
immunodéprimés. Pseudomonas aeruginosa a un large arsenal de facteurs de virulence et
provogue une gamme d’infections aigué des voies respiratoires comme la pneumonie, la

méningite et I’entérocolite chez I'homme (Fritsche et al., 2016).

Les membres du genre Acinetobacter sont des bactéries Gram-négatif polyvalentes.
Acinetobacterspp est décrit comme étant présent dans le CB. Lima et al. (2017) et Derakhshani
et al. (2018) ont mis en évidence des résultats positifs pour cette bactérie a I’aide de ’analyse
de ’ARNTr 16S. Kroger et ces collaborateurs ont également rapporté un projet de séquencage
du génome d'Acinetobacter junii MHI 21018 isolé du CB, qui était signalé comme un agent

provoquant d’une septicémie (Kroger et al., 2019).
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3.3.2. La flore d’altération
Les germes d’altération ne sont pas généralement dangereux pour les consommateurs, car
leur présence substantielle est visible a travers I'état du produit (changement d'aspect, godt,

odeurs désagréables, texture etc.) (Tourette, 2002). Parmi eux :

- Les Germes Psychrotrophes : la réfrigération ne stoppe pas leur développement comme
Pseudomonas, Achromobacter et Flavobacterium.

- Les Germes thermorésistants : ils résistent aux effets des chaleurs intenses telles que la
pasteurisation et se développent a des températures élevées. Certains genres sont en cause :
Streptococcus, Micrococcus , Lactobacillus ,Bacillus et Clostridium.

- Les moisissures : Rhizopus, Geotricum, Aspergillus et Penicillium.

- Les levures : Candida, Rhodotulora et Hansenula, ...

- Les germes protéolytiques : ils altérent la saveur et I’odeur du produit. Certains genres sont
: Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Proteus.

- Les germes acidifiants : Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus, Bacillus ,

Clostridium et Acetobacter...
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Chapitre 2 : Role du colostrum bovin

Grace aux bienfaits du colostrum bovin et ses multiples applications sur le jeune veau,
plusieurs études ont été menées pour tester son pouvoir d’améliorer 1’état du patient ou réduire

les inflammations causées.

1. Traitement des infections gastro-intestinales

Etablir une alimentation a base de colostrum bovin a pour but d’améliorer le systéme
immunitaire et notamment les symptdmes des maladies affectant le tractus gastro-intestinal.
Des recherches récentes faites sur les constituants du CB ont montré qu’ils combattent divers
troubles gastro-intestinaux en particulier I'inflammation, le traitement des ulcéres secondaires

et la diarrhée d'origine virale (Buttar et al., 2017).

Le CB peut egalement étre utilisé comme thérapie pour abaisser les effets secondaires
causés par les medicaments lorsque le tractus gastro-intestinal souffre de blessures ou lorsqu’il
est affaibli par les thérapies pharmacologiques. En outre, il est capable de réduire I'inflammation

intestinale causée par les traitements contre le cancer.

2. Nutrition du veau
L’importance de I’alimentation du colostrum pour la santé et le développement des veaux
est etablie depuis 1937. Lors de la naissance, le veau nouveau-né est dépourvu d’immunité donc

il est crucial que la distribution du colostrum doit étre précoce pour étre efficace.

Le CB est riche en divers nutriments tels que les solides totaux qui représentaient en
moyenne 23,9 % en premiere lactation (Foley et Otterby, 1978). La teneur en matiéres grasses
brutes du colostrum de la premicre traite était de 6,7 %. L énergie des graisses et du lactose est
essentielle pour la thermogenése et la régulation de la température corporelle. Certaines
vitamines et minéraux, dont le calcium, le magnésium, le zinc, le manganese, le fer, le cobalt,
la vitamine A et E, le caroténe, la vitamine B12, I’acide folique et le sé¢lénium, sont également

présents a des concentrations élevées dans le CB (Foley et Otterby, 1978).
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3. Activité antibactérienne et antivirale du colostrum

Le colostrum contient plusieurs facteurs antibactériens, qui ont des activités
bactériostatiques et bactéricides spécifiques et non spécifiques. Ces facteurs sont transférés de
la mere au nouveau-né et aident a prévenir les maladies infectieuses. Pour de nombreuses
especes, les systemes antimicrobiens dérivés du lait sont essentiels a la survie néonatale.
L'activité spéecifique des différentes immunoglobulines est un facteur majeur de I'immunité au
cours des premiers jours du post-partum. Cette spécificité refléte le stress bactérien et viral de
I'environnement et protége ainsi le nouveau-né des organismes contaminants (Van Hooijdonk
et al., 2000).

Les facteurs antimicrobiens et antiviraux non spécifiques sont également importants pour
les systémes de défense de I'hdte et peuvent agir en synergie avec des anticorps spécifiques.
Dans le lait et le CB, la LF et la LPO sont les composants antibactériens non spécifiques les
plus importants et les mieux étudiés. De nombreuses expériences in vitro ont démontré leur

activité contre divers micro-organismes (Van Hooijdonk et al., 2000).

Comme signalé préalablement, les activités biologiques de la LF comprennent des
propriétés antioxydants, anti-inflammatoires, anticancéreuses et antimicrobiennes. Le
mécanisme par lequel cette glycoprotéine exerce son activité contre les virus et les bactériesin
vivo est complexe et mal connu. Ses propriétés biochimiques fondamentales contribuent a sa
participation a la défense de I'nGte. Les effets antimicrobiens peuvent étre directs via une
activité bactériostatique et bactéricide ou indirects via l'activation d'une série complexe de
réactions conduisant a une réponse immunitaire protectrice aprés l'infection (Van Hooijdonk,
et al., 2000).

La LF est pareillement connue pour jouer un role majeur dans la réponse immunitaire
dormante de I'organisme tout en augmentant la sensibilité des bactéries a certains antibiotiques
tels que la vancomycine, la pénicilline et les céphalosporines (Korhonen, 2011). Elle peut
également étre utilisé comme agent thérapeutique antitumoral en inhibant I'inflammation dans

les cellules pulmonaires (Tung et al., 2013).

La fonction biologique principale de LPO est la protection des glandes mammaires des
infections causées par les bactéries pathogénes (Streptococcus, Listeria monocytogenes ou

Pseudomonas aeruginosa) (Pakkanen et Aalto, 1997). Toutefois, elle posséde également une
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activité antivirale (Courtois et al., 1990), une activité tumoricide (Stanislawski et al., 1989) et
protége contre le stress oxydatif (Reiter et Perrudin,1991).

4. Les applications cliniques
En plus de sa fonction bénéfique de soutien de la croissance des nouveau -nés, le
colostrum joue un réle crucial qu'immunothérapie orale dans les premiers jours de la vie des

prématurés (Gephart et al., 2014)

Plusieurs études suggérent des avantages cliniques de la supplémentassions en

colostrum, en démontrant ces applications ci-dessous :

4.1. L'entérocolite nécrosante

L'entérocolite nécrosante (NEC) survient principalement chez les prématurés et les
nourrissons de trés faible poids de naissance, avec une incidence allant de 5 a 10 % dans
diverses unités néonatales de soins intensifs (USIN) (Thompson et MBizzarro,2008).Les
bactéries appartenant a la famille des Enterobacteriaceae sont souvent associées a cette maladie
qui joue un rdle crucial dans la pathogénicité (Hoyet al.,2000). La colonisation par des bactéries
commensales peu apres la naissance est essentielle au développement d'une fonction intestinale
; cependant, ce processus est fréquemment compromis chez les prématurés en USIN, ce qui
entraine une colonisation par des agents pathogenes. 11 a été démontré que l'utilisation du lait
maternel réduit I'incidence de I'NEC et de la septicémie. Les Ig du lait maternel réduisent la

colonisation de ces bactéries (Van de Perre, 2003).

4.2. La colite ulcéreuse

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) sont subdivisées en
maladie de Crohn, et colite ulcéreuse.Les MICI se manifestent le plus souvent entre 1’age de 20
et 30 ans (Frei et al., 2011). Les chercheurs ont utilisé des concentrations élevées de peptides
antimicrobiens, d'lg présents dans le colostrum comme traitement de cette maladie (Khan et al.,
2002). Dans une étude, huit patients atteints de la colite active légére ont recu 100 ml de CB
deux fois par jour pendant 4 semaines. Sept des huit patients de I'élevage bovin ont montré des
améliorations dans les symptdmes, tels que le bien-étre des patients, les douleurs abdominales,
les saignements rectaux, la température, la consistance des selles, la sensibilité abdominale et

la présence de manifestations extra-intestinales (khan et al., 2002).
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4.3. La diarrhée du voyageur

L'infection aigué par Escherichia coli entérotoxinogene (ETEC) est la cause la plus courante
de diarrhée associée aux voyages dans les régions tropicales et semi-tropicales du monde entier
(De la Cabada Bauche et DuPont, 2011). Etant donné que le CB joue un role important dans la
protection des veaux nouveau-nés contre les microorganismes pathogénes grace a l'immunité
passive et que 'ETEC est I'un des principaux agents pathogenes de la diarrhée du veau néonatal
(Kolenda et al., 2015), les chercheurs se sont intéressés a démontré l'efficacité de la
consommation du colostrum bovin hyperimmune riche en Ig (sous forme de comprimés de 400
mg de protéine CB) contre 14 souches d'ETEC. Les résultats ont montré une amélioration dose-
dépendante et une protection significative chez les volontaires contre le développement de la
diarrhée. En outre, I'utilisation du CB hyperimmunes avec un tampon bicarbonate ont donné
un résultat excellent qui atteigne 90,9 % de protection contre les diarrhées causées par ETEC
par rapport au placebo. En outre, la consommation de 100 ml du CB hyperimmune pendant 3
jours a donné une réduction significative des diarrhées (Mitra et al., 1995).
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Chapitre 3 : Les bactéries lactiques

Avant le vingtiéme siecle, le terme bactéries lactiques (BL) était utilisé pour désigner les
organismes laitiers acidifiés. Notamment, la premiere culture bactérienne pure était celle de
Bacteriumlactis (Lister, 1873). Les BL ont été largement étudiées, produisant une grande

quantité de données complétes sur leur métabolisme et leur génétique au cours des années.

1. Définition
Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes a Gram positif, en forme de coques ou
de batonnets, incapables de produire la catalase (certaines souches possédent une pseudo-
catalase), généralement immobiles, asporulées, anaérobies ou microaérophiles (Delaglio et al.,
1994). Ce sont des bactéries mésophiles qui se développant entre 10°C et 40°C avec une
température optimale entre 25 et 35°C, mais certaines sont capables de se développer a 5°C ou
a 45°C et elles tolerent des températures entre 4-35°C a pH8. Elles ont besoin d'acides aminés,

de bases azotées et de vitamines pour leur croissance (Dribineet al., 2018).

Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogene qui regroupe plusieurs genres qui
se caractérisent par la capacité de fermenter les glucides pour produire de l'acide lactique
(Collad et al., 2005). Il existe d'autres bactéries qui produisent de l'acide lactique mais qui ne
sont pas considérées comme faisant partiec du groupe des BL. C’est le cas par exemple, de
Bacillus et de Sporolactobacillus qui sont des bactéries Gram (+) sporulées. En effet, la
production de I’acide lactique réduit la croissance des autres micro-organismes, ce qui réduit a

son tour les dommages que cette prolifération peut causer (Corrieu et al., 2008).

2. Habitat

Les BL sont des microorganismes ubiquitaires susceptibles d’étre retrouvés dans tous types
d’habitat. Elles existent a I'état libre dans I'environnement ou vivent avec 1'hote tel que I'homme
ou l'animal. Certains de ses types sont également présents dans les systemes respiratoires,
intestinaux et génitaux des humains et des animaux. Les BL sont généralement associées a des
matiéres premiéres végétales et animales et aux produits alimentaires fermentés correspondants,

y compris les produits laitiers, les viandes, les légumes et les céréales (Belyagoubi, 2014).
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3. Les catégories des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques comprennent plusieurs genres : Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc et Pediococcus. Le pourcentage de
bases guanine et cytosine dans leur ADN (%GC) montre I'hétérogénéité des espéces qui
composent ces genres. Selon leur morphologie, les BL peuvent étre divisées en trois catégories
. les lactobacilles, les coques et les bifidobactéries (Corrieu et al., 2008).

3.1. Le genre Lactobacillus

Les lactobacilles font partie du phylum des Firmicutes, de la classe des Bacilli, de ’ordre
des Lactobacillales et de la famille des Lactobacillaceae. Ces bactéries ont une forme de
batonnets qui sont souvent groupés en chainettes (Leveau et al., 1993).

Le genre Lactobacillus comprend actuellement plus de 100 especes. Du fait de leur
diversité, ils existent dans des milieux trées différents : laits fermentés comme le kéfir, légumes
fermentés, I'ensilage ou le vin, viandes fraiches ou fermentées, appareils digestifs humains et
animaux (Galvez et al., 2008).

Elles sont principalement utilisées comme probiotiques, notamment Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei(figure 1)et Lactobacillus rhamnosus, car ces trois bactéries
ont une bonne résistance a l'acide gastrique et une forte adhésion aux cellules intestinales
(Guiraud, 2003).

Figure 1 : Lactobacillus casei (Corrieu et Luquet, 2008)
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3.2. Les coques

Les coques sont des BL sphériques ou ovales, regroupés généralement en paires, en
chainettes ou en tétrades. Les genres correspondants sont : Streptococcus, Enterococcus,
Lactococcus, Pediococcus et Leuconostoc.

Seuls les genres Streptococcus, Enterococcus et éventuellement Lactococcusont été utilisés
comme probiotiques. Streptococcus est le genre auquel appartiennent la plupart des
streptocoques, comprenant essentiellement des especes d'origine humaine ou animale. Certains
sont pathogénes et ne sont donc pas utilisés comme probiotiques, mais certains sont des
bactéries saprophytes présentes dans la cavité orale ou [lintestin humain.
Streptococcusthermophilus est largement présent dans le lait et les produits laitiers en tant
quacidulant.L.a FDA (Food and Drug Administration) a accordé le statut GRAS
(GenerallyReconized As Safe) a cette souche, ainsi elle a été utilisée dans certains produits
probiotiques (Corrieu et Luquet, 2008).

Les espéces du genre Enterococcus se caractérisent par leur grande résistance aux facteurs
environnementaux. Elles sont surtout présentes dans les intestins des humains et des animaux,

les produits végétaux, le sol et les produits laitiers (Corrieu et Luquet, 2008).

Les espéces du genre Lactococcus ne présentent aucun caractére pathogéne. Elles se
trouvent largement dans le lait et les produits laitiers, mais les produits végétaux sont leur
principal réservoir. Seule I’espéce Lactococcuslactis (figure 2) est utilisee pour ses effets

probiotiques (Corrieu et Luquet, 2008).

Figure 2 : Lactococcus lactis (Corrieu et Luquet, 2008).
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3.3. Les bifidobactéries

Les bifidobactéries (figure 3) sont des BL a motifs irréguliers en forme V ou Y. Elles ont
généralement un pH optimal pour la croissance autour de 6,5 a 7, sa croissance est inhibée en
dessous d’un pH de 4,5 a 5 et au-dessus de 8,0 a 8,5. La température de croissance idéale pour
les souches de Bifidobacterium d'origine humaine est entre 36-38 °C et entre 41-43°Cpour les
souches d'origine animale. Ces organismes sont saccharolytiques et toutes les especes ont la

capacité de fermenter le glucose, le galactose et le fructose (Leahy et al., 2005).

Figure 3 : Bifidobacterium spp. (Wallace et al., 2003).

4. Intérét des bactéries lactiques

4.1. Dans ’industrie alimentaire

Les LB appartiennent a un groupe de bactéries a statut "GRAS", qui autorisent
officiellement leur utilisation dans des applications alimentaires telles que la fermentation et la
conservation biologique de différents aliments (Yateem et al., 2008). Leur utilisation a pour but
d'améliorer les propriétés organoleptiques des produits fermentés et de prolonger leur durée de
conservation sans [l'utilisation de conservateurs chimiques, grace aux substances

antimicrobiennes qu'ils sécrétent (Dortu et Thonart, 2009).
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4.2. Dans le domaine thérapeutique

En tant que probiotiques, les BL apportent des bénéfices a I'n6te en équilibrant la flore
intestinale et en jouant un role important dans la maturation du systéme immunitaire (Yateem
et al., 2008).

Les BL interviennent dans le contr6le des infections intestinales, comme la prévention des
diarrhées en introduisant une nouvelle flore intestinale qui agit sur les entérobactéries
responsables de ces maladies intestinales. Ils sont également connus pour produire des
antimicrobiens, évitant ainsi l'utilisation d'antibiotiques (Mermouri, 2018).

5. Activités antimicrobiennes des bactéries lactiques

L'un des principales fonctions des bactéries lactiques est de maintenir les qualités
nutritionnelles et organoleptiques des aliments et d'en prolonger la durée de conservation
(Hugenholtz et Kleerebezem, 1999). En fait, les BL produisent de multiples propriétés
antibactériennes, comme les bactériocines, le dioxyde de carbone, les acides organiques, le

peroxyde d'hydrogeéne, le diacétyle et la reutérine (Bouzaid et al., 2016).

5.1. La compétition nutritionnelle

Les BL peuvent inhiber la reproduction de certaines bactéries d’altération et/ou la
présence d'agents pathogenes par leur propre présence. En effet, ce phénoméne de compétition
s’établie lorsque deux individus cherchent a exploiter la méme ressource nutritionnelle présente
en quantité limitée. Les BL envahissent totalement le milieu en limitant la reproduction des

autres colonisateurs (Castellano et al., 2008).

5.2. Les substances antibactériennes
5.2.1. Les bactériocines

Les bactériocines sont des protéines, ou complexes protéiques, possédant une activité
bactéricide dirigée contre des espéces proches de I’espéce productrice (Dortu et Thonart, 2009).
Selon Rea et ces collaborateurs (2011), les bactériocines sont des peptides antimicrobiens, qui

ont subi des modifications post-traductionnelles ou non, synthétisés par des bactéries possédant
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un systéme les immunisant contre leur propre production. Cette variété de définitions proposées

par plusieurs auteurs montre la complexité du fonctionnellement des bactériocines.

Les bactériocines ne sont pas des antibiotiques mais elles ont des propriétés
antibactériennes. Elles peuvent étre bactéricides causant la mort des bactéries cibles ou
bactériostatique inhibant la croissance bactérienne (Taale et al., 2016).

5.2.2. Le dioxyde de carbone

Les BL de fermentation hétérogene synthétisent du CO, comme métabolite secondaire. Son
accumulation dans le milieu externe produit une réaction anaérobie, qui peut étre toxique pour
les bactéries aérobies présentes dans les denrées alimentaires. Son accumulation dans les
doubles couches lipidiques peut entrainer un dysfonctionnement de la perméabilité
membranaire (Ammor et al., 2005).

5.2.3. Acides organiques

Les acides organiques tels que les lactates, les acétates et les propionates sont produites par

les BL pendant la fermentation des aliments.

L’acide lactique et I’acide acétique traversent passivement la membrane cytoplasmique a
des concentrations élevées en acide, le milieu intracellulaire peut étre acidifié a tel point que la
fonction cellulaire est inhibée et le potentiel membranaire est aboli (Ammor et al., 2005). Par
conséquent, l'accumulation des acides organiques provoque une inhibition directe sur les
bactéries dangereuses présentant de faibles seuils de résistance aux changements de pH
intracellulaire (Kashket, 1987). Dans les milieux tamponnés, I'acide lactique et l'acide acétique
peuvent agir en synergie sur certaines especes, comme E.coli. La sensibilité a ces acides dépend
de l'action bactérienne et d'autres facteurs tels que l'activité de I'eau et la température (Hsiao et
Siebert, 1999).

5.2.4. Le peroxyde d’hydrogéne (H205)

En général, les BL ne possédent pas de catalase. L'accumulation d’H202 sous l'action de

l'oxydase est la raison principale de I'existence d'une activité antibactérienne, en particulier chez
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Lactobacillus. L'effet inhibiteur de 1’H20; est principalement dd & son fort effet d'oxydation sur

les lipides membranaires et les protéines cellulaires (Caplice et Fitzgerald, 1999).

5.2.5. Le diacétyle (CsHsO2)

Le diacétyle est une cétone liquide considérée comme agent aromatisant des produits
lactés, ou elle est produite par la fermentation réalisée par des bactéries du genre
Lactobacillus.Le diacetyle a des propriétés antimicrobienne dirigées contre les levures, les
bactéries a GRAM négatif et les GRAM positif non lactique, ces derniers y sont néanmoins

moins sensible (El-Ziney et al., 1998).

5.2.6. La reutérine

La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldéhyde) est un métabolite intermédiaire résultant de
la fermentation anaérobique du glycérol par certaines genres comme Lactobacillus. La reutérine
est également produite par des genres bactériens non lactiques tels que Klebsiella, Bacillus,

Citrobacter, Enterobacter et Clostridium (Vollenweider, 2004).

La reutérine possede un large spectre d’activité et a des applications dans le domaine

médical que dans le domaine alimentaire (Vollenweider, 2004).
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1. Matériel biologique
1.1. Colostrum bovin

Le prélévement de I’échantillon du colostrum bovin provient d’une ferme située a la
wilaya de Mila, commune « Ibn Ziad ». Le colostrum est collecté a partir d’une vache laitiére
de la race ‘Holstein’ 4gée de 11 ans et qui a recu un régime alimentaire a base de parcours

naturel additionné de foin de vesce-avoine et de son de blé.

Les prélevements ont été réalisés le premier jour (J1 : figure 4), pendant les dix heures
suivant la parturition de la vache, puis aprés 6 jours (J6 : figure 5). Les prélévements ont été
effectués dans des conditions d’asepsie totale, en utilisant des gants, des torchant, des flacons
stériles et apres la traite des mamelles par I’eau javellisée, ceux-Ci pour minimiser au maximum

les risques de contamination par la flore exogéne.

Afin de préserver la qualité microbiologique des échantillons, ces derniers ont été placés
dans une glaciére et transportés immédiatement au laboratoire. Les analyses physico-chimiques
et microbiologiques ont été réalisées le méme jour du prélévement.

Figure 5 : Echantillon du colostrum
bovin collecte le sixieme jour de la
parturition.

Figure 4 : Echantillon du colostrum
bovin collecté a 10 h post-partum.
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1.2. Souches bactériennes indicatrices (pathogénes)

Pour la mise en évidence des activités antimicrobiennes du colostrum bovin et des

souches lactiques isolés, trois bactéries indicatrices sont été utilisées :

- Staphylococcus aureus ATCC 43300 ;
- Staphylococcus aureus ATCC 5538 ;
- Escherichia coli ATCC 87309.

2. Méthodes analytiques

2.1. Lieu d’étude

Toutes les analyses microbiologiques et physicochimiques ont éte réalisées au laboratoire
pédagogique N° 9 de I’Université des freres Mentouri Constantine 1, Faculté des Science de la

Nature et de la Vie. Département de Microbiologie.

2.2. Analyses physicochimiques du colostrum bovin
2.2.1. Mesure du pH

La valeur du pH est lue aprés immersion de 1’électrode du pH métre dans le colostrum

bovin. La valeur est enregistrée directement sur I’écran (Larpent, 1997).

2.2.2. Mesure de I’acidité Dornic

L’acidité est déterminée par le dosage de I’acide lactique a 1’aide de I’hydroxyde de
sodium 0,11 N. Un échantillon de 10 ml de colostrum est placé dans un bécher de 100 ml en
présence de 0,1 ml de phénolphtaléine (a 1% dans I’alcool a 95°). L’échantillon est titré par la
soude dornic jusqu'au virage de la couleur au rose pale. La coloration rose doit persister au

moins 10 secondes (Larpent, 1997).

L’acidité est exprimée en degrés Dornic (°D) selon la formule suivante :

[ Acidité (°D) = VNaOH.10 J

VnaoH: Volume de la soude Dornic utilisé pour la titration.
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2.3. Analyse microbiologique du colostrum bovin

Les flores microbiennes denombrées sont : la flore totale aérobie mésophile (FTAM), les
coliformes totaux, les bactéries halotolérantes, les levures et les moisissures et les bactéries

lactiques.
2.3.1. Préparation de ’eau physiologique

L’cau physiologique est une solution saline a 9 g de sel par litre d'eau distillée

2.3.2. Réalisation des dilutions décimales

La réalisation des dilutions consiste a mettre 1 ml de la solution mére dans 9 ml d’eau
physiologique stérile, avant de faire transvaser ’inoculum d’un tube a un autre, il faut bien
I’homogénéiser (Joffin et Leyral, 2006). Cette opération est répétée par ’ajout successif de 1
ml de la solution précédente a 9 ml d’eau physiologique stérile jusqu’a I’obtention de toute les

dilutions (Les dilutions sont faites en double).

2.3.3. Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM)

Cent microlitres des dilutions 10 et 10 ont été étalés a la surface de la gélose PCA
(Annexe 1) fondue et refroidie (Guiraud, 1998). L’incubation des boites a été effectuée a 30°C

pendant 48 h, avant de procédé au denombrement.

2.3.4. Dénombrement des bactéries halotolérantes

L’énumération des staphylocoques a été réalisée en ensemencant par étalement 0,1 ml des
dilutions 107 et 10 sur gélose Chapman (Annexe 1) coulée et solidifiée. L incubation a été
effectuée a 30°C pendant 48 h (Bourgeois et al., 1996).

2.3.5. Dénombrement des coliformes

Les coliformes totaux ont été énumérés sur milieu VRBG (Annexe 01), gélose glucosé bilié
au cristal violet et au rouge neutre. La bile et les colorants sont des agents pour la détection des
Entrerobacteriacae. Ce milieu est définit comme milieu glucosé qui inhibe la croissance des

bactéries a Gram positif et la majorité des bactéries a Gram négatif.
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Le déenombrement des coliformes a été realise par ensemencement en profondeur de 1 ml
des dilutions 107 et 10*. Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 h (Guiraud, 1998).

2.3.6. Dénombrement des levures et des moisissures

Le dénombrement des levures et des moisissures a été réalisés sur le milieu OGA (Annexe
1) aprés ensemencement en surface de 0,1 ml des dilutions 102 et 103. La suspension
bactérienne est €talée sur toute la boite a I’aide d’une pipette pasteur en rateau. Le nombre de

colonies est énuméré apres incubation a 28°C pendant 3-5 jours (Bourgeois et Larpent, 1996).

2.3.7. Denombrement des bactéries lactiques (BL)

Les bactéries lactiques se multiplient mal sur la GN, elles nécessitent des milieux appropriés
et une culture dans des conditions semi-anaérobie. Le milieu MRS (annexe 1) a été utilisé pour

I’isolement sélectif des lactobacilles et le M17 (annexe 1) pour I’isolement des lactocoques.

La technique d’isolement de cette catégorie a été effectuée en double couches. Un millilitre
des dilutions 10 et 10 ont été versés dans des boites de pétrie stériles. La gélose MRS ou
M17, maintenu en surfusion a 45°C, est coulée et des rotations en 8 sont effectuées pour assurer
une bonne homogénéisation du milieu avec I’inoculum. La gélose est laissée solidifier et une
autre couche de gélose est versée (Joffine et Leyra, 2006). Les boites ont été incubées a 30°C
ou a 45°C pendant 48 a 72 h.

2.4. Caractérisation macroscopique des colonies
Consiste a étudier la forme, ’aspect, le contour, la surface et la couleur des colonies isolées

dans tous les milieux de cultures.

2.5. Identification des souches de bactéries lactiques isolées
La pré-identification des isolats de bactéries lactiques a été établie en se basant sur 1’étude de
certains caractéres morphologiques (examen macroscopique et microscopique) et sur la

recherche de la catalase.

2.5.1. Examen a I’état frais
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Etat frais Ce test permet de déterminer la forme, I’arrangement et la mobilité des bactéries
Al consiste en I’observation d’une goutte de suspension bactérienne, préparée avec de 1’eau
physiologique et placée entre lame et lamelle. L’observation se fait au microscope photonique

(Delarras, 2007) (Annexe 3).

2.5.2. Coloration de GRAM

Aprés I’examen macroscopique des colonies, et dans le but d’écarter tout ce qui ne peut
pas étre une bactérie lactique, les isolats ont été soumis a la coloration de Gram, coloration de
base en microbiologie. Cette coloration permet de diviser les bactéries, selon les propriétés de
la paroi bactérienne, en deux grandes catégories : Gram+ et Gram-. Elle nous renseigne

également sur la forme et le mode de regroupement des bactéries (Annexe 4).

2.5.3. Test de la catalase

Pour mettre en évidence cette enzyme, une partie de la colonie suspecte est diluée dans une
goutte d’eau oxygénée sur une lame stérile. Le dégagement de bulles de gaz indique la présence

de la catalase.

2.6. Purification des souches de bacteéries lactiques isolées

Les souches de BL isolées sont purifiées par repiquages successifs sur gélose MRS ou M17

jusqu’a I’obtention de colonies de méme taille, de méme forme et de méme couleur (Idoui et

al., 2009).

2.7. Activité antibactérienne du colostrum et des bactéries lactiques isolés

Ce teste consiste a étudier 1’activité inhibitrice du colostrum et des bactéries lactiques

isolés vis-a-vis des souches indicatrices.

La réalisation de I’antibiogramme est faite selon la méthode décrite par (Tadesse et al.,
2004). Les souches indicatrices (DO varie entre 0,08 et 0,1) sont ensemencés par
écouvillonnage sur la surface du milieu Mueller-Hinton puis incuber pendant 30 min a 37° C.
Des disques stériles (de 5 mm de diameétre) sont déposés a la surface de la gélose. Chaque disque

recoit 10 pl du colostrum bovin (solution mére ou dilution) ou d’une culture lactique jeune. Les
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boites sont placées a 4°C pendant 30 min pour assurer une bonne diffusion de I’agent inhibiteur.
Enfin, elles sont incubées a 37°C pendant 24h. L’inhibition se traduit par la formation de zones

claires autour des disques.
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1. Caractéristiques organoleptiques du colostrum bovin

1.1. La couleur

Le colostrum prélevé le premier jour est de couleur jaune foncé, alors que celui collecté
aprés 6 jours est de couleur blanche mat qui ressemble parfaitement a la couleur ordinaire du
lait (tableau 2). Selon Allemand (2008), la couleur jaune foncé du colostrum bovin est due

principalement & une forte teneur en 3-caroténe et en matiére grasse.

Tableau 2 : caractéristiques organoleptiques du colostrum bovin

Couleur Odeur viscosité
Jour 1 Jaune foncé Caractéristique Trés visqueux
Jour 6 Blanche Caractéristique Peu visqueux

1.2. L’odeur

Les échantillons collectés ont une odeur caractéristique. La vache dans notre étude est
alimentée principalement par des fourrages et du parcours naturel. Cette alimentation a donné
une odeur animale due a la matiére grasse qu’il contienne (Lazouni, 2015). Vierling (2003)
associe I’odeur caractéristique du lait a I'alimentation (les aliments a base d'ensilage favorisent
la flore butyrique, puis le lait dégage une forte odeur), a la conservation (acidification du lait

par de l'acide lactique pour lui donner un godt acide) mais aussi a I'environnement de traite.

1.3. La viscosité

Le colostrum J1 est de nature tres visqueuse en comparaison au colostrum J6.
L'augmentation de la viscosité du colostrum est principalement en fonction de la teneur en
matiéres grasses, de I'état globulaire des macromolécules protéiques et de la concentration des
substances en solution. Cela signifie que le colostrum est beaucoup plus visqueux que le lait de
vache (Levieux, 1984). La viscosité dépend également de la température (la viscosité diminue
avec l'augmentation de la température) et du pH du colostrum (lorsque le pH tombe au-dessus

de 6,0 la viscosité augmente) (Mlariglio, 1986).
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2. Analyses physicochimiques du colostrum

2.1. Le pH

Les résultats des analyses physicochimiques du CB sont illustrés dans le tableau 3. Ils
montrent que le pH s’échelonne entre 4,84 pour CAT (colostrum conservé a température

ambiante) a 6,38 pour le colostrum du jour 6.

Les pH enregistrés en J1 et J6 sont légérement acide en comparaison au pH du colostrum
conservé. Le pH du J6 est trés proche de celui enregistré par Allemand (2008) pour le colostrum
bovin (pH = 6,40) et Nili et al., (2013) pour le colostrum camelin (pH = 6,50). A leur tour,
Bensaadi et Chahmi (2019) ont rapporté un pH de I’ordre de 6,14 pour le colostrum des brebis,
valeur voisine a la valeur du pH J1 de cette étude.

Le pH du liba a diminué brusquement aprés sa conservation a température ambiante en
allant de 6,18 a 4,84. Un résultat similaire a été enregistre par Guitoun et Kina (2013) au cours

de I’entreposage du colostrum camelin du premier au quatorziéme jour.

Tous les pH notés dans cette expérience n’appartiennent pas aux valeurs standards du pH
du lait 6,6<pH<6,8 élaboreées par le J.O.R.A (2017). D’aprés McGrath et al. (2016), le pH du

colostrum bovin est inférieur a celui du lait de lactation normal.

Tableau 3 : analyses physicochimiques du colostrum bovin

N CAT J6 Normes Références
pH 6.18 4.84 6.38 6,6<pH<6,8 (J.0.R.A, 2017)
Acidité 27 62 16 15-18°D (J.0.R.A, 2017)

J1 : colostrum prélevé le premier jour apres vélage ; CAT : colostrum J1 conservé & température ambiante ; J6 : colostrum
préleveé le sixieme jour apres vélage

2.2. Acidité dornic

L’acidité dornic est inversement proportionnelle au pH, I’augmentation de I’acidité dans
le milieu entraine une diminution des valeurs du pH. Une acidité de 16°D, 27°D et 62°D a été
enregistrée respectivement pour le colostrum J6, J1 et CAT. Seul la teneur en acidité du J6 est

incluse dans I’intervalle d’acidité fournie par le J.O.R.A (2017) pour le lait de lactation.
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Des valeurs d’acidité titrable diverses ont été notées par d’autre auteurs (Guitoun et Kina, 2013 ;
Zeineb et al.,, 2015). La variation de D’acidité est généralement due a la variation de

I’alimentation et aux conditions environnementales (Abu-Taraboush et al., 1998).

D’aprés le tableau 3, on constate que le liba devient de plus en plus acide pendant le
stockage, résultat similaire a celui rapporté par Guitoun et Kina (2013). Ce résultat est d a une
augmentation de la concentration de ’acide lactique dans le colostrum, produit par la flore

originale a partir du lactose.

3. Analyse microbiologique du colostrum bovin

Le tableau 4 récapitule les résultats du dénombrement de la microflore recherchée dans le

colostrum.

Tableau 4 : analyse microbiologique du colostrum bovin

Les flores dénombrées La charge microbienne (UFC/ml) Les normes
J1 CAT J6
FTAM NS 45.10° 1,2.10° 3.10°
Halotolérant Abs Abs Abs 102
] Thermotolérants
Les coliformes totaux Abs Abs Abs
5.102
Les levures et
o NS 1,9.10* 2,2.10° /
les moisissures
Les bact,erles _Iacthues 1.6.102 2.52.10° 4,5.102 /
mésophiles
Les bactéries Igcthues NS 1.2.102 NS /
thermophiles

NS : non significatif ; FTAM : flore totale aérobie mésophile ; Abs : absence
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3.1. Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM)

La FTAM nous renseigne sur la qualité hygiénique du produit a analysé. C’est la flore, 1a
plus recherchée dans les analyses microbiologique des aliments. L’énumération de cette flore a
montré une charge microbienne assez différente entre les échantillons collectés. La culture
montre pour le J1 un nombre non significatif des germes quoique pour le CAT et le J6 elle
représente une charge bactérienne de 4,5.10% et 1,2. 10°, respectivement.

Nous constatons que le nombre de la FTAM dans le CB est beaucoup plus inferieur a la
valeur normal et limite du lait frais, qui est de 3.10° UFC/ ml (J.0.R.A, 2017).A titre comparatif,
la FTAM est indénombrable dans I’analyse du liba effectuée par Bedoud et al. (2019).

Le résultat du dénombrement de la FTAM dans le colostrum collecté revient au respect
des conditions d’hygiéne lors de la collecte et la manipulation du colostrum, particulierement

le liba prélevé au premier jour de vélage.

3.2. Dénombrement des coliformes

La présence des coliformes est un témoignage d’une contamination fécale. Une absence
totale des coliformes a été notée pour les échantillons du CB analyses dans cette étude. Ce qui
est conforme a la réglementation algérienne J.O.R.A (2017) et qui affirme une autre fois les
bonnes conditions hygiéniques durant la traite. Selon Meyer (1999), le pH et I’acidité des

échantillons inhibe fortement le développement des coliformes.

3.3. Dénombrement des levures et moisissures

L’énumération de la flore fongique, montrent la présence des levures et des moisissures a
des valeurs différentes dans chaque échantillon. Un nombre non significatif est énuméré dans
le liba du J1 (figure 6). En revanche, un nombre relativement élevé est noté avec le colostrum
J6 (2,2.10% UFC/ml) (figure 7).

Une charge fongique plus importante est enregistrée apres 7 jours de conservation a
température ambiante (1,9. 10* UFC/mI). Un nombre beaucoup plus élevée a été apporté par
Guitoun et Kina (2013) lors de I’entreposage du liba camelin durant 7 et 14 jours. Les levures
sont des microorganismes unicellulaires acidophiles et mésophiles, qui se multiplie a des pH
compris entre 3 et 7,5 (Guiraud et Rosec, 2004). Ce constat justifie ’augmentation de leur taux

durant I’entreposage.
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Figure 6 : Observation macroscopique Figure 7 : Observation macroscopique
des levures et moisissures cultivés sur des levures et moisissures cultivés sur
milieu OGA (J1). milieu OGA (J6).

Selon Zeineb et al. (2015), le colostrum renferme une teneur en levures plus élevée que
le lait, en raison de la capacité des levures a se développer dans des substrats a forte
concentration en sel et a faible pH. Généralement, les levures étaient considérées comme faisant
partie de la flore normale du lait mais leur présence en grand nombre est une conséquence de
leur capacité a fermenter et/ou assimiler le lactose et a utiliser les acides lactiques, citriques et

succiniques (Corbaci et al., 2012).

3.4. Dénombrement des bactéries halotolérantes

Le dénombrement des staphylocoques permet de prévoir si I'aliment présente un risque
pour le consommateur, car ils peuvent produire une entérotoxine causant des intoxications
alimentaires. Par ailleurs, le staphylocoque est considéré comme une bactérie pathogéene

majeure causant des infections mammaires Dodd et Booth (2000).

Une absence totale des staphylocoques est notée dans tous les échantillons analysés.
Cela nous permet de conclure que nos échantillons présentent une bonne qualité. Selon
Klaenhammer et al., (1994), les staphylocoques sont des bactéries qui se développent mieux a
des pH neutre. Ainsi I’acidité du colostrum, causé par la libération du lactose par les bactéries

lactiques, peut inhiber leur croissance.
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3.5. Dénombrement des bactéries lactiques

Le colostrum est constitué majoritairement de bactéries lactiques qui sont dénombreées
sur gélose MRS et M17.

L’énumération de la flore lactique a 30 °C montre que le CB J1 (1,6.102 UFC/ml) et J6 (4,5.10?
UFC/ml) renferment une charge bactérienne largement inferieur que celle du liba conservé
(2,52. 105 UFC/ml. Un résultat similaire est noté pour les bactéries lactiques thermophiles
(recherchées a 45°C). Selon Guiraud (1998), le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il
est prélevé dans de bonnes conditions a partir d’un animal sain (moins de 10® germes/ml). Il
s’agit de germes essentiellement saprophytes du pis et des canaux galactophores : microcoques

mais aussi streptocoques lactiques (Lactococcus) et lactobacilles.

Le colostrum du J1 et J6 ont un nombre trés réduit (nombre non significatif) alors que le
CAT a une charge de 1,2. 102 UFC/ml. Ce résultat est justifié par la diminution du pH dans
I’échantillon (pH passant de 6,18 a 4,84). Les bactéries lactiques se développent a bas pH. Leur
développement est optimal a pH 5,5 et sarréte a pH 3,5 (DAVIS, 1973).

Le nombre des bactéries lactiques noté dans cette étude est comparable a celui enregistré
par Bedoud et al. (2019) pour le colostrum bovin, mais inférieur a celui du lait cru de vache
obtenus par Medjahdi et al., (2013), qui notaient une charge de 1,04.107 1,68.108 UFC/ml.

MRSSM J124m
\ 45¢

Figure 8 : Observation macroscopique Figure 9 : Observation macroscopique des\
des colonies de bactéries lactiques colonies  de  bactéries  lactiques
mésophiles cultivées sur milieu MRS. thermophiles cultivées sur milieu MRS.
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4 . Aspect macroscopique des colonies
Les cultures obtenues sur les boites de Petrie sont observées a 1°ceil nu pour caractériser

la forme, la taille, 1‘aspect ainsi que la couleur des colonies.

La description macroscopique des colonies dénombrées sur les différents milieux de cultures

est mentionnée dans le tableau 5.

Tableau 5 : caractéristiques macroscopiques des colonies obtenues aprés la culture

Milieux de L. )
Caractéristiques macroscopiques
culture . .
Bacteries
Aspect des colonies
Colonies blanches, lisses avec un diamétre
PCA FTAM \ ,
de 1 a 3 mm, d’une forme ronde
Chapman Halotolérant -
VRBG Les coliformes -
Colonies blanches, plates, lisses, arrondies
Les levures avec un diamétre de 2-3 mm.
OGA
Les moisissures Grandes colonies, de couleurs blanchatres
ou crémeuses et poilus.
. Colonies crémeuses, arrondies ou ovalaires
MRS Les lactobacilles plates d'un diametre de 1 mm
Colonies blanchatres et jaunatres bombées
M17 Les lactocoques . . N
arrondies avec une taille de 2 a2 3 mm

5. Identification des bactéries lactiques isolées

La purification des bactéries lactiques cultivés sur gélose MRS et M17 a permis 1’isolement

de 8 souches purs.
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5.1. Examen microscopique

La coloration de Gram a révélé que les souches isolées sont des Gram-positifs sous formes
de coques ou de coccobacilles (tableau 6). Leur arrangement cellulaire est variable : isolé, en
chainettes ou par fois en grappe de raisin.

Tableau 6 : Caractéristiques des colonies de bactéries lactiques apreés culture

. Caractéristiques microscopiques
Milieux
de Bactéries Aspect
e Mode de
culture des Mobilité | Gram
) groupement
colonies
Les ) ) Isolées et en
MRS _ Cocci Immobiles | + A
lactobacilles chainettes
) ) Grappe de raisin et
M17 | Les lactocoques | Cocci Immobiles | + A
en chainettes

5 .2. Test de la catalase

La catalase est un enzyme qui dégradent 1’eau oxygénée libérer lors de la dégradation des
glucides. Les bactéries lactiques sont catalase négatif. Toutefois certaines souches de

lactobacilles possédent une pseudo-catalase.

Parmi les 8 isolats purifiés seulement quatre ont une catalase négatif. Ces souches ont été

conservées pour tester leur activité antibactérienne.

6. Etude de P’activité antibactérienne du colostrum bovin

L’activité antibactérienne du CB vis-a-vis les souches indicatrices est illustrée dans le
tableau 7. Les isolats testés présentent des diamétres de zones d’inhibitions qui varient entre 6
- 10 mm (Figure 10, 11,12). Ces résultats indiquent la sensibilité des trois souches indicatrices
au colostrum. Cette sensibilité démontre la richesse du colostrum en facteurs antimicrobiens

(Lactoferrine, lactoperoxydase, lysozyme et immunoglobulines...etc).




Résultats et discussion

Tableau 7 : variation de I'activité antibactérienne du colostrum bovin collecté le premier jour de

vélage vis-a-vis les souches indicatrices.

souche SM 10-1 10-2 10-3 10-* 10-°
(mm) | (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Escherichia coli ATCC 10 0 0 0 0 0
8739
Staphylococcus aureus 8 6 0 0 0 0
ATCC 5538
Staphylococcus ATCC 6 0 0 0 0 0
43300

Il est a noté que le CB prélevé le 6°™ jour aprés le vélage n’a montré aucune activité

antibactérienne vis-a-vis les trois souches pathogenes étudiés (figure 10, 11,12).

L’activité antimicrobienne du colostrum dépend de sa concentration, pour cela nous
avons realisé plusieurs dilutions de colostrum pour préciser la dose minimale inhibitrice. Le
colostrum dilué monte une bonne activité antibactérienne contre le Staphylococcus aureus
ATCC 5538, avec laquelle la dose minimale inhibitrice est obtenue a la dilution 10, Aucune
activité antibactérienne n’est enregistrée avec les autres dilutions et contre les deux autres
souches. OMANE et ZROUG (2016) ont enregistrés une zone d’inhibition contre E. coli tres
proche de celle notée dans cette étude, en utilisant le colostrum camelin. Le colostrum bovin a
présenté une tres faible activité contre la méme souche bactérienne (OMANE et ZROUG,
2016).

-~

N

Figure 10 : activité antibactérienne du colostrum bovin vis-a-vis Escherichia coli ATCC 8739
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Figure 11 : activité antibactérienne du colostrum bovin vis-a-vis Staphylococcus aureus ATCC 5538

Figure 12 : activité antibactérienne du colostrum bovin vis-a-vis Staphylococcus aureus ATCC 43300

7. Etude de I’activité antibactérienne des bactéries lactiques isolées

Apreés purification sur les milieux MRS et M17 a 30°C et 45°C, les isolats ont examinés
au microscope puis testés pour leurs activités catalase. Les bactéries lactiques retenues pour ce

test sont Gram+ et catalase-.

Les souches de bactéries lactiques isolées du colostrum bovin ont formé des zones

d’inhibition claires mais avec des diamétres relativement faibles contre Staphylococcus ATCC




Résultats et discussion

43300 (5 a6 mm) (figure14). Des zones d’inhibition plus ou moins importantes sont enregistrés
vis-a-vis Staphylococcus aureus ATCC 5538 (6 a 12 mm), notamment avec les souches B2 (12
mm) et B3 (9 mm) (figurel3). En revanche, aucune activité antibactérienne n’est mise en

évidence envers la souche Escherichia coli ATCC 8739 (figure 15).

Selon Bekhouche et Boulahrouf (2005), les bactéries lactiques assurent non seulement
des caractéristiques particuliéres d’aromes et de texture mais aussi une bonne sécurité
alimentaire. Cette sécurité est favorisée grace a la production des acides organiques (acides
lactiques et acétiques) qui font baisser le pH dans le milieu et par la synthése de bactériocines
qui renforce cette conservation.

Figure 13 : activité antimicrobienne des Figure 14 : activité antimicrobienne des

Staphylococcus aureus ATCC 5538. Staphylococcus aureus ATCC 43300.

\. J




Figure 15 : activité antimicrobienne des
souches lactiques isolées vis-a-vis
Escherichia coli ATCC 8739
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Conclusion

Le colostrum naturel, véritable produit de transition entre la vie fcetale et la vie post-natale.
En plus de leur teneur élevée en éléments nutritionnels essentiels (protéines, vitamines et
graisses), il permet au nouveau-né d’acquérir une résistance contre les infections néonatales.
Ce systeme de protection naturel puissant a fait l'objet d'une grande attention de la part de

I'hnomme car il est en adéquation avec ses exigences.

Le travail entrepris avait comme objectif d’étudier les caractéristiques
physicochimiques et microbiologiques du colostrum bovin ainsi que de mettre en évidence sa

capacité a produire des substances inhibitrices de bactéries pathogénes.

L’analyse physicochimique du colostrum bovin a révélé qu’il est Iégerement acide (pH :
6,18-6,34 et acidité : 16- 27 D°). Le stockage du liba a température ambiante a entrainé une
diminution du pH et une augmentation de I’acidité (pH = 4,84 ; acidité Dornic = 62 D°), ce qui
est probablement associé a une forte fermentation lactique. Ce résultat a influencé les résultats

du dénombrement microbien.

L’analyse microbiologique a montré une diversité microbienne entre le colostrum
collecté au premier et au sixiéme jour. La charge bactérienne en FTAM était beaucoup plus
¢levée dans I’échantillon J6 par rapport a J1 mais qui reste dans les limites rapporté par le
J.O.R.A (2017). La flore secondaire présentée par les levures et les moisissures a montre la
méme tendance. Les risques dus a une contamination fécale sont nuls, notés par I’absence des
coliformes. L’absence de la flore pathogéne a été confirmée par la recherche des
Staphylococcus. Ces résultats sont liés au bon état sanitaire des vaches laitieres (sans mammite)
et aux précautions prises lors de la collecte des échantillons du CB, mais aussi a la présence de
substances inhibitrices (bactériocines, immunoglobulines...) du développement microbien dans

le colostrum frais.

La charge des bactéries lactiques était de 1,6.102 UFC/ml, un taux relativement faible

en comparaison au taux des bactéries lactiques présentent dans le lait cru.

Le nombre de la flore exogéne ainsi que celui des bactéries lactique a augmenté apres
une période d’entreposage de 7 jours a température ambiante. Comme noté précédemment ce
nombre a été influencé par les variations du pH et de ’acidité dornic. Un milieu plus acide

favorise la croissance des levures et des bactéries lactiques.

Nous avons également étudié l'activité antibactérienne du colostrum et des bactéries
lactiques isolées. Les résultats de cette expérience ont révélé que I’activité du liba contre les

trois bactéries indicatrices testées differe d'une souche a l'autre. Une activité antibactérienne
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plus intense est notée avec le colostrum J1 frais collecté le premier jour de vélage et contre la
souche Escherichia coli ATCC 8739. Cette sensibilité vis-a-vis le colostrum J1 est associé a sa
richesse en composants immunes. L’¢tude a également montré une activité inhibitrice des
bactéries lactiques isolées contre le développement des Staphylococcus aureus. Toutefois, une
activité nulle est enregistrée contre I’espece pathogéne Escherichia coli.

Certainement ce travail de recherche n’est pas complets et qui nécessite d’étre approfondis

par :

Etude comparable de I’activité antimicrobienne de colostrums bovins, caprins, et

camelins.

Etude des aptitudes technologiques et du potentiel probiotique des bactéries lactiques

isolées.

Recherche de la nature des substances inhibitrices élaborées.
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Annexes 1 : Composition des milieux de culture

Milieu Plate Count Agar (PCA) (JOFFIN et LEYRAL, 2006)

5] 1031 5.0g
EXtrait de IOVUIE ....ouviii e e 2.5g
GIUCOSE .ttt e 1.0g
N ) 15.0g
Eau diStillEe ......eeuiiiiieeieeeeee e e e 1000 ml

PEPIONE ..o e 10g
Extrait de viande ..........oooiiiiiii e 8g
EXtrait de IeVUIe ......oiti e 4g
Acétate de SOAIUM ..o e e S5¢g
Phosphate bi potassiqUue ........oouriiiniii i 2g
Citrate d’ammONTUIM ... ..ttt e e et et e et e e e e reeeaeenneeanans 29
Sulfate de magnésium, 7TH2O ..o e 0.2¢g
Sulfate de manganese, 4H2O0 ........ooiiiiiiiiii i 0.05g
GIUCOSE .t e 20g
TWEEN 80 ... Iml
N2 ) 10g
Eau distillée ... 1000 ml
pH=6.2

Stérilisation 15 minutes a 120° C
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Milieu VRBG (gélose au cristal violet rouge neutre et a la bile et au glucose) selon

(DIENG, 2001)

PePIONE ..o g
EXtrait de IeVUIE ..o 5¢g
SIS DIHAIIES. . .ottt 1,5¢
GlUCOSE .ttt e 10g
Chlorure de SOAIUM ... o.uiii e e S5¢g
N ) S I1g
ROUZE NEULTE ..o e 0,03¢g
Cristal VIOIEt ...t e 0,002¢g
Eau distille ... 1000 ml
pH=7.4

PO ONE o 10.0g
Extrait de viande de boeuf ... ... 1.0g
Chlorure de SOAIUM ......uiii e e 75.0g
MaAnNIto] ..o e 10.0g
Rouge de phénol ...... ..o 0.025¢g
N 15¢g
Eau distille ..o e 1000 ml
pH =7.4

GELOSE O.G.A. (Oxytetracycline-Glucose-Yeast Extract Agar)

Composition par litre

EXtrait de IeVUre .......ooooiin i 5.0g
GIUCOSE. . ettt ettt e e e e 1.5g
Chlorure de SOAIUML. .....uuiei e 5g
L 15.0g




stérilisation a 115C° pendant 1 minutes

La gélose M17

EXtrait de IeVUIE ..ot e 2.5g
Extrait de VIANAe .........ooiiitii e 5¢g
Peptone de Cas€ine..........ouviuiiiiiii i e .10g
Peptone pepsique de viande...........oouiiiiiiiiii e 2.5g
Peptone paraine de SOZa.......c.ovvuiiiiiiiiii i Sg
ACIAE @SCOTDIQUE ...ttt ettt e ettt e e e e e enans 0.5g
B-glycérophosphate ....... ..o i 19¢
B o1 10 ] S5g
N 20g
Sulfate de MagneSTUM .........oiiiii e e 0.25¢g
Eau distillée ....... oo 1000 ml
pH =7.2

Autoclavage : 120 C° pendant 20 min

Gélose Mueller Hinton

Composition par litre

EXrait de VIANGE.......c.eeieceie ettt et e eenaesraesn e e ennee e 39

Hydrolysat acide de CASEINE.........cceciueeieiiiccce et et 17,59

A 21 1o o o 1SRRI 1,59

AAGAD <. E et E e aE Sabe e at e et e e ahteehte s e s eneeeteesaeeaes l6g
pH=7

Stérilisation a 121°C °C pendant 15 minutes
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Annexe 2 : Mesure du pH (AFNOR, 1986)

1. Reéactifs
Solution tampons d’étalonnage de pH-métre.
2. Appareillage

PH-métre
Bécher

3. Mode opératoire

Dans un bécher de 50 ml, on étalonne 1’appareil avec la solution tampon d’étalonnage.
Apres standardisation du pH-métre, on introduit 1’échantillon a analyser dans un bécher de 50
mL bien lavée a I’eau distillée, aussi que 1’¢électrode. Le résultat est donné apres 1’introduction

I’électrode dans 1’échantillon.

Annexe 3 : La préparation de I’état frais (JOFFIN et LEYRAL, 2006).

Déposer une goutte d'eau sterile sur la lame. Prenez une petite colonie sur la gélose, de
préférence autour de son bord. Une suspension homogene s'est formée dans les gouttelettes
d'eau en ajoutant progressivement I'inoculum. VVous pouvez également ajouter une petite
goutte de milieu liquide et incuber jusqu'a 18 heures.

Couvrir avec une lamelle pour éviter de piéger les bulles d'air. Le liquide ne doit pas se

renverser (sinon mettre la lame dans le désinfectant et recommencer).

Annexe 4 : Coloration de GRAM

Technique :

Recouvrir le frottis de violet cristal et laisser agir 1minute ;

Verser du lugol et le laisser agir pendant 1minute ;

Décolorer a I’alcool a 95°, entre 15 et 20 secondes, puis rincer a I’eau distillée.
Recolorer avec de la safranine pendant 20 a 30 secondes ; rincer a I’eau distillée ;
Sécher au-dessus de la flamme d’un bec Bunsen ;

Observer a I’objectif a immersion (Gx100)

j



Avec cette double coloration, les bactéries «<GRAM positif» apparaissent en violet foncé
tandis que les bactéries «<GRAM négatif» sont colorées en rose.
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Résumé

Cette étude a été menée pour évaluer la qualité physico-chimique et microbiologique ainsi
qu’étudier I’activité antimicrobienne du colostrum bovin prélevé a différentes temps apres
parturition (1¥ jour, 6°™ jour).

Les analyses physicochimiques ont porté sur la mesure du pH et de ’acidité dornic. La qualité
microbiologique a été évaluée en dénombrant la FTAM, les staphylocoques, les coliformes
totaux, les levures et les moisissures. Les bactéries lactiques ont également été dénombrées et
isolées. La capacité du colostrum bovin a inhiber la croissance bactérienne a éte testée contre
plusieurs espéces pathogenes : Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

Les résultats montrent que le colostrum bovin collecté au premier jour a un pH plus bas (6,18
contre 6,38) et une acidité dornic plus élevée (27°D contre 16°D) en comparaison avec le liba
du jour 6.

L’¢évaluation de la flore aérobie mésophile et la flore fongique a pour but de suivre la qualité
hygiénique du produit analysé. En effet, I’étude montre que le colostrum J1 est moins riche en
flore indigéne et contaminante que celui du J6.Une absence totale des coliformes totaux et des
staphylocoques est notée pour tous les echantillons analyses, ce qui indique la bonne qualité
microbiologique de ce produit. La conservation du colostrum a température ambiante augmente
le taux de la flore fongique et la FTAM et enrichie fortement le liba en bactéries lactiques. Cela
est ddi a la diminution du pH et a I’augmentation de ’acidité titrable au cours de la conservation.

Le colostrum bovin J1 provoque une inhibition importante de la croissance des trois souches
indicatrices testées. La dose minimale inhibitrice est obtenue avec la dilution 10, En revanche,
une activité antibactérienne négative est enregistrée avec le colostrum J6.

Huit souches pures de bactéries lactiques ont été isolés sur milieu MRS et M17. Parmi eux,
quatre ont présentait les caractéristiques communes des bactéries lactiques et ont été testées
pour leur activité antimicrobienne. Une activité antibactérienne estimée positive est
satisfaisante contre les deux souches tests de Staphylococcus aureus. Toutefois, une activité
négative est notée contre E. coli.

En conclusion, les résultats obtenus démontrent la bonne qualité hygiénique du colostrum bovin
et affirme sa capacité a inhiber la flore pathogéne. Le colostrum bovin constitue également une
source prometteuse de bactéries lactiques qui peuvent avoir un potentiel probiotique non
négligeable.

Mots clés: colostrum bovin, analyses physicochimiques et microbiologiques, activité
antibactérienne, bactéries lactiques.



Abstract

This study was conducted to assess the physicochemical and microbiological quality as well as
to study the antimicrobial activity of bovine colostrum collected at different times after
parturition (1st day, 6th day).

The physicochemical analyzes focused on the measurement of pH and dornic acidity.
Microbiological quality was assessed by counting FTAM, staphylococci, total coliforms, yeasts
and molds. Lactic acid bacteria were also counted and isolated. The ability of bovine colostrum
to inhibit bacterial growth has been tested against several pathogenic species: Staphylococcus
aureus and Escherichia coli.

The results show that bovine colostrum collected on day 1 has a lower pH (6.18 versus 6.38)
and higher dornic acidity (27°D versus 16°D) compared to liba from day 6.

The evaluation of mesophilic aerobic flora and fungal flora aims to monitor the hygienic quality
of the analyzed product. Indeed, the study shows that D1 colostrum is less rich in native and
contaminating flora than that of D6. A total absence of total coliforms and staphylococci is
noted for all analyzed samples, which indicates the good microbiological quality of this product.
Storing colostrum at room temperature increases the rate of fungal flora and FTAM and greatly
enriches the liba in lactic acid bacteria. This is due to the decrease in pH and the increase in
titratable acidity during storage.

J1 bovine colostrum causes a significant inhibition of the growth of the three indicator strains
tested. The minimum inhibitory dose is obtained with the 10 dilution. On the other hand, a
negative antibacterial activity is recorded with D6 colostrum.

Eight pure strains of lactic acid bacteria were isolated on MRS and M17 medium. Among them,
four showed the common characteristics of lactic acid bacteria and were tested for their
antimicrobial activity. An estimated positive antibacterial activity is satisfactory against the two
strains of Staphylococcus used. However, a negative activity is noted against the E. coli.

In conclusion, the results obtained demonstrate the good hygienic quality of bovine colostrum
and confirm its ability to inhibit pathogenic flora. Bovine colostrum is also a promising source
of lactic acid bacteria which may have significant probiotic potential.

Keywords: bovine colostrum, physicochemical and microbiological analyses, antibacterial
activity, lactic acid bacteria.
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Caractérisation microbiologique du colostrum bovin et évaluation de son activité
antibactérienne in vitro.
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Résumé

Cette étude a été menée pour évaluer la qualité physico-chimique et microbiologique ainsi qu’étudier 1’ activité
antimicrobienne du colostrum bovin prélevé a différentes temps apres parturition (1* jour, 6°™ jour).

Les analyses physicochimiques ont porté sur la mesure du pH et de I’acidité dornic. La qualité microbiologique
a été évaluée en dénombrant la FTAM, les staphylocoques, les coliformes totaux, les levures et les moisissures.
Les bactéries lactiques ont également été dénombrées et isolées. La capacité du colostrum bovin a inhiber la
croissance bactérienne a été testée contre plusieurs espéces pathogenes : Staphylococcus aureus et Escherichia
coli.

Les résultats montrent que le colostrum bovin collecté au premier jour a un pH plus bas (6,18 contre 6,38) et
une acidité dornic plus élevée (27°D contre 16°D) en comparaison avec le liba du jour 6.

L’évaluation de la flore aérobie mésophile et la flore fongique a pour but de suivre la qualité hygiénique du
produit analysé. En effet, I’étude montre que le colostrum J1 est moins riche en flore indigéne et contaminante
que celui du J6. Une absence totale des coliformes totaux et des staphylocoques est notée pour tous les
échantillons analyses, ce qui indique la bonne qualité microbiologique de ce produit. La conservation du
colostrum a température ambiante augmente le taux de la flore fongique et la FTAM et enrichie fortement le
liba en bactéries lactiques. Cela est di a la diminution du pH et a I’augmentation de 1’acidité titrable au cours
de la conservation.

Le colostrum bovin J1 provoque une inhibition importante de la croissance des trois souches indicatrices
testées. La dose minimale inhibitrice est obtenue avec la dilution 10, En revanche, une activité
antibactérienne négative est enregistrée avec le colostrum J6.

Huit souches pures de bactéries lactiques ont été isolés sur milieu MRS et M17. Parmi eux, quatre ont
présentait les caractéristigues communes des bactéries lactiques et ont été testées pour leur activité
antimicrobienne. Une activité antibactérienne estimée positive est satisfaisante contre les deux souches tests
de Staphylococcus aureus. Toutefois, une activité négative est notée contre E. coli.

En conclusion, les résultats obtenus démontrent la bonne qualité hygiénique du colostrum bovin et affirme sa
capacité a inhiber la flore pathogéne. Le colostrum bovin constitue également une source prometteuse de
bactéries lactiques qui peuvent avoir un potentiel probiotique non négligeable.

Mots clés : colostrum bovin, analyses physicochimiques et microbiologiques, activité antibactérienne,
bactéries lactiques.

Laboratoires de recherche : Laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de 1’ Activité Microbienne
(Université Fréres Mentouri, Constantine 1).
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