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Introduction 

 

Les bactéries lactiques sont généralement connues étant saines, de statut "GRAS" 

(Generally Recognized As Safe) (Vescovo et al., 1996). Se sont des micro-organismes de 

catégorie alimentaire qui jouent un rôle essentiel dans la fermentation des matières 

premières animales et végétales. Elles occupent des niches écologiques extrêmement 

variées. Leur capacité à fermenter les hydrates de carbone et, à un moindre degré, de 

dégrader les protéines et les lipides mène à la synthèse d'une large gamme de composés, 

tels que les acides organiques, les peptides, les composés antimicrobiens et aromatiques et 

les exopolysaccharides. Ces métabolites peuvent contribuer aux caractéristiques 

organoleptiques, technologiques et nutritionnelles des aliments fermentés (MOZZI et al , 

2010).  

Les bactéries lactiques assurent non seulement des caractéristiques particulières 

d’arômes et de texture mais aussi une bonne sécurité sanitaire alimentaire. Elles sont 

connues pour leur capacité à produire lors de leur croissance des composés actifs 

(substances inhibitrices) à savoir les acides organiques qui acidifient le milieu, des dérivés 

du métabolisme de l’oxygène (H2O2) et des substances naturelles de nature protéique 

douées d’une activité antagoniste à l’encontre d’un grand nombre de germes d’altération 

(KLAENHAMMER, 1988 ; JACK et al., 1995 ; Matilla-Sandholm et al., 1999) 

Parmi ces substances synthétisées, des peptides dénommés bactériocines, sont 

produits puis excrétés à l’extérieur des cellules productrices. Ils présentent une activité 

bactéricide ou bactériostatique. Leur spectre d’activité peut être plus ou moins large, 

quelquefois limité aux espèces proches phylogénétiquement des bactéries productrices  

(JACK et al., 1995 ; Chen et Hoover, 2003) 

De nombreuses possibilités d’utilisation ont été envisagées, pour répondre aux 

besoins de l’industrie alimentaire, cosmétique et de la médecine. Ces nouvelles substances 

naturelles produites par des souches bactériennes universellement reconnues d’usage 

alimentaire dirigées contre des germes pathogènes pourraient être utilisées comme agent de 

conservation sous forme d’additif, soit d’inoculum bactérien producteur de bactériocines 

au cours du processus de fabrication, permettant ainsi de diminuer le nombre 

d’intoxications alimentaires et d’augmenter la durée de conservation et de 

commercialisation.(Diop, 2007) 
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Introduction 

L’utilisation quotidiennement des antibiotiques (antibiothérapie) contre les maladies 

d‘origine bactérienne entraine des problèmes graves tels que l’apparition des bactéries 

multi-résistantes. Cependant une bactéries résistante à un antibiotique d‘une familles rend 

généralement les autres antibiotiques inefficaces (Vescovo et al., 2006).  

L’émergence de cette résistance bactérienne à l’antibiothérapie a orienté l’industrie 

pharmaceutique vers la découverte de nouvelles molécules antimicrobiennes. Grâce à leur 

mode d’action différent des antibiotiques conventionnels, les bactériocine comme la 

mersacidine ou la lacticine 3147, pourraient être considérées comme une alternative au 

contrôle de la prolifération et à l’inhibition des souches bactériennes pathogènes devenues 

résistantes aux traitements usuels. De nombreuses bactériocines sont actuellement à l’étude 

pour être utilisées comme traitement médical (Dicks et al., 2011). Contrairement aux 

applications alimentaires des bactériocines, aucune de bactériocine n’est à ce jour 

commercialisée comme médicament. 

L’objectif de ce travail consiste à étudier l’activité antibactérienne de certaines 

souches de bactéries lactiques isolées à partir d’un produit laitier traditionnel à l’égard de 

quelques bactéries pathogènes. Pour se faire, on a articulé ce travail autour de quatre 

parties. La première consacrée à un rappelle sur les  bactéries lactiques et leurs principaux 

caractéristiques. Dans la seconde partie, un rappelle sur les substances antimicrobiennes 

produites par les bactéries lactiques. La résistance bactérienne et les principales bactéries 

multirésistantes font l’objet de troisième partie, suivie à une partie expérimental par 

l‘utilisation de protocoles simples et réalisables afin de pouvoir obtenir des résultats 

nécessaires pour cette étude. 
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I. Les bactéries lactiques 

I.1. Définition  
Le groupe des bactéries lactiques, a été défini pour la première fois par Orla-Jensen 

(1919), il réunit plusieurs genres de bactéries à Gram positif possédant des caractéristiques 

physiologiques et métaboliques communes, mais avec parfois peu d’homologie de leurs 

acides nucléiques (SUTRA et al., 1998). 

Elles sont des cellules procaryotes organotrophes formant un groupe hétérogène 

(Badis et al., 2005). Elles peuvent avoir différentes formes: sphériques (Streptococcus et 

Lactococcus…), en bâtonnets (Lactobacillus) ou encore ovoïdes (Leuconostoc ). 

(LUQUETF et CORRIEU, 2005 ; GALVEZ et al., 2011). 
 

I.1.1. Caractéristiques générales des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques (LAB) sont des micro-organismes, procaryotes, Gram 

positives, catalase négative, oxydase négative, anaérobies facultatives, micro aérophiles, 

hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles sont le plus souvent immobiles, asporulées, 

(TAILLIEZ, 2001). 

Les bactéries lactiques produisent de l’acide lactique comme produit principal du 

métabolisme en fermentant les sucres (glucose, fructose, mannose, galactose, saccharose et 

lactose) chez les bactéries homofermentaires, en plus de l’éthanol et CO2 chez les bactéries 

hétérofermentaires. (KANDLER & WEISS, 1986) 

Le principal atout que représentent les bactéries lactiques pour l’industrie 

alimentaire, réside dans l’amélioration de la qualité des produits fermentés en y 

développant certaines caractéristiques organoleptiques et en augmentant leur durée de 

conservation (STILES, 1996). Elles participent à l’inhibition de certains microorganismes 

pathogènes, en produisant plusieurs métabolites ayant une activité antimicrobienne 

(DORTU & THONART, 2009; MORAES et al., 2010). 

Elles sont généralement mésophiles, certaines sont psychrotolérantes ou 

thermotolérantes. Elles se développent majoritairement à pH 5,5-6,5 et certaines sont 

encore actives à pH 9,6 ou pH 3,2. Elles ont des tolérances très variables vis-à-vis du sel 

(CAPLICE et FITZGERALD, 1999). 

Les LAB ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les 

peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles 

(DELLAGLIO et al., 1994 ; HOGG, 2005). 
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I.2. Principaux genres des bactéries lactiques 

Les groupes des bactéries lactiques renferment un ensemble d‘espèces hétérogènes 

dont la fonction commune est la production d‘acide lactique. 

Selon la dernière édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology (2009), les 

bactéries lactiques sont classées dans le phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et 

l’ordre des Lactobacillales renfermant trente cinq genres répartis sur six familles. Parmi 

ces genres , seulement treize sont utilisés dans la biotechnologie alimentaire, il s’agit de : 

Aerococcus , Carnobacterium , Enterococcus , Lactobacillus , Lactococcus , Leuconostoc , 

Oenococcus , Pediococcus , Streptococcus , Vagococcus , Tetragenococcus , Weissella 

(DRIDER et PRIVOST, 2009) et Bifidobacterium (LEVEAU et BOUIX, 1993). 

Le tableau 01 présente les principaux genres de bactéries lactiques et les 

caractéristiques physiologiques qui forment la base de la classification et de 

l'identification. (SCHLEIFER et al., 1995) ; (COLLINS et al., 1987), (COLLINS et al., 

1990) ; (DICKS et al., 1995). 

 
Tableau 01 : Principaux genres de bactéries lactiques. (SCHLEIFER et al., 1995) ; 

(COLLINS et al., 1987), (COLLINS et al., 1990) ; (DICKS et al., 1995). 

 
I.2.1. Genre lactobacillus 

Les lactobacilles sont des bactéries lactiques ubiquitaires qui colonisent beaucoup 

d’habitats. Ce sont des bactéries Gram+ asporulées, immobiles, en forme bacille isolé ou 

groupées en paires ou en chainette. Elles forment des colonies de petites tailles, lisses, 

brillantes non pigmentées et souvent opaques. Ce sont des anaérobies facultatifs ayant un 

pH optimum de croissance de 5,5 avec une température optimale de croissance comprise 

entre 30 et 40°C (HAMMES et al., 2009). Les lactobacilles ont un métabolisme 
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énergétique saccharolytique où le lactate est l’acide organique majoritaire (DE VUYST L 

et al , 1994).  Les Lactobacillus sont très exigeantes en matière nutritive (Euze'by, 1997).  

Les bactéries appartenant au genre Lactobacillus se distinguent des autres bactéries à 

Gram positif par le fait qu’elles sont anaérobies ou microaérophiles, immobiles, dépourvus 

de catalase et d’oxydase. Très polymorphes, leur morphologie microscopique varie d’une 

espèce à l’autre, de coccobacilles aux bacilles fins et allongés. Leur métabolisme 

énergétique est fermentaire. Le principal produit final de la dégradation des sucres est 

l’acide lactique auquel peut s’ajouter l’acide acétique, l’éthanol et le CO2 pour les espèces 

hétéro- fermentaires (FRENEY et al., 2000).  
 

I.2.2. Genres Leuconostocs, Oenococcus et Weissella 

Appartient à la famille des leuconostocaceae, Gram positif, ont une forme cocci mais 

elles peuvent être allongés, associé en paire ou en chaines, non sporulées (BERGEY et al., 

2009). Ils rassemblent les coques lenticulaires en paires en chainettes, mésophiles, qui 

possèdent un caractère hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique, de CO2 

et d’éthanol. Certaines espèces sont capables de fermenter le citrate ce qui leur confère une 

activité aromatique importante. D’autres synthétisent des dextranes en présence de 

saccharose. Ce genre comporte 6 espèces présentes majoritairement dans les produits 

végétaux, mais elles sont également isolées dans les produits laitiers. Ils participent à la 

fermentation des produits végétaux. (FEDRIGHI., 2005) 

Le développement des leuconostoc entraîne souvent l‘apparition d‘une viscosité dans 

le milieu grâce àla production des exopolysaccharides. Les leuconostoc principalement Ln. 

mesenteroides ssp. cremoris et Ln. lactis sont utilisés en association avec les lactocoques 

dans l‘industrie laitière pour produire en plus de l‘acide lactique et le CO2, des substances 

aromatiques telles que le diacétyle et l‘ acétoïne à partir des citrates du lait (HASSAN et 

FRANK, 2001 ; GUIRAUD, 2003 ; OGIER et al., 2008 ).  
 

I.2.3. Genre Lactococcus 

Les études de Schleifer et al.(1985) basées sur des critères moléculaires, ont montré 

qu’il était justifié de séparer les streptocoques lactiques mésophiles du genre Streptococcus 

et de créer le genre Lactococcus. (MOFREDJ et al., 2007 ; CASTALA et MONTEL, 

2008).  

Se sont des coques présentent en chainette, thermosensibles, homofermentaires 

produisant que de l‘acide lacique L(+) (DELLAGLIO et al, 1994). Elles se caractérisent 
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par la production de diacétyle à partir du citrate (citrate+), certaines espèces utilisent 

l‘arginine (ARG+) (GUIRAUD, 2003)  

Actuellement, le genre Lactococcus comprend cinq espèces, Lactococcus lactis est 

l‘espèce la plus connue avec ses trois sous espèces : Lc. lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp. 

cremoris et Lc. lactis ssp. hordniae (POT, 2008). 
 

I.2.4. Genres Pediococcus et Tetragenococcus 

Des bactéries lactiques, de forme de coque, catalase négatif, aérobie facultative. 

Fermentent le glucose en acide lactique sans production de gaz. Elles croissent dans un pH 

5 (BERGEY et al., 2009).  

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le 

groupement  en tétrade. Ils sont mésophiles, et le plus souvent incapables d’utiliser le 

lactose. Par contre, certaines espèces se distinguent par leur capacité à se développer à des 

teneures en sel très élevées, comme P.halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus 

qui tolère jusqu’à 18% de NaCl. Ils sont souvent présents dans la bière, le vin, les produites 

végétaux et saumures (anchois salés) et participent à la fermentation des saucissons. 

(FEDRIGHI., 2005) 
 

I.2.5. Genre Streptococcus 

Se sont des Gram positif, cocci non mobiles, appartenant à la famille des 

Streptococcaceae, anaérobies ou aérotolérantes sporulées, quelques espèces sont capsulées. 

Elles sont chimio-organotrophes à métabolisme fermentatif produisant de lactate mais sans 

gaz, catalase négative, et la température de leur croissance se situe entre 25-45ºC avec une 

température optimale de 37ºC (BERGEY et al, 2009).  

Le genre Streptococcus comprend essentiellement des espèces d’origine humaine ou 

animale dont certaines sont pathogènes comme S.pyogenes et S.agalactiae ; d’autres sont 

impliquées dans la formation de la plaque dentaire (S. mutans) ; ces espèces étant rarement 

rencontrées dans les aliments. L’espèce thermophile Streptococcus thermophilus se 

différencie par son habitat (lait et produits laitiers), et son caractère non pathogène. Du fait 

de sa propriété technologique seule cette espèce est considérée comme appartenant aux 

bactéries lactiques (FEDRIGHI., 2005) 

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

Streptococcus thermophilus (STILES et HOLZAPFEL, 1997).  

Streptococcus thermophilus étant connue comme une espèce type, une bactérie 

alimentaire (DELORME et al., 2010). Les Streptococcus thermophilus sont des bactéries 
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lactiques à grande importance dans les industries laitières précisément dans la fabrication 

de yaourt et du fromage en collaboration avec d‘autres espèces des bactéries lactiques : 

Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (HOLS et al., 2005).  
 

I.2.6. Genre Carnobacterium 

Leur cellules se forme de courts bâtonnets, isolés ou en paire, parfois en courtes 

chaînes, mobiles ou non. Ces bactéries sont catalase, oxydase et nitrate réductase 

négatives. La température optimale de croissance des Carnobacterium varie de 23 à 30°C, 

elles peuvent se multiplier à des températures proches de 0°C et sont inhibées à partir de 

45°C. Ce sont donc des bactéries psychrotrophes. Leur pH optimum de croissance varie 

selon les espèces de 6,0 à 7,4 (COLLINS et al., 1987). Elles sont anaérobie aéro-tolérant. 

La plupart des espèces sont inhibées à partir de 7% de NaCl. En présence de sucre, leur 

métabolisme n‘est que très faiblement hétérofermentaire, avec une large production 

d‘acide lactique L(+). Contrairement aux Lactobacillus, les Carnobacterium sont peu 

acidifiants (COLLINS et al., 1987).  

Des études menées sur les produits carnés ont conduit à isoler des bactéries lactiques 

décrites comme des Lactobacillus atypiques, peu acidifiants. Une étude taxonomique de 

ces différentes souches a permis de les regrouper après hybridation ADN-ADN, dans un 

nouveau genre, Carnobacterium. Morphologiquement proche des Lactobacillus, ils s’en 

différencient par leur tendance psychrotrophe et leur production majoritaire de l’isomère L 

de l’acide lactique .De même leur peptidoglycane est constitué d’acide meso-

diaminopimelique alors qu’il est caractérisé par le peptide Lyse-Asp chez la plupart des 

Lactobacillus. Les carnobactéries sont phylogénétiquement plus proche du genre 

Enterococcus. Ce genre comprend 4 espèces fréquemment associées aux aliments 

C.pisciola (ou maltaromicus), C.mobile et C.gallinarum (FEDRIGHI., 2005) 

Ils sont isolés de produits carnés le plus souvent conditionnés sous atmosphère 

modifiée, ou de produits de la mer, saumon fumé notamment mais également du contenu 

intestinal ou du tissu rénal de salmonidés. Certains ont également été isolés de fromages. 

Les Carnobacterium n’interviennent pas dans les fermentations alimentaires, ils tolèrent 

difficilement un pH inférieure à 5, en revanche, ils sont souvent producteurs de substances 

inhibitrices. Deux espèces non associées aux aliments, isolées de l’eau d’un lac 

d’Antarctique, C.funditum et C.alterfunditum ont été récemment décrites. (FEDRIGHI., 

2005) 
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I.2.7. Genre Bifidobacterium 

Le genre Bifidobacterium est considéré comme faisant partie du groupe des bactéries 

lactiques grâce à la similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et à sa 

présence dans le même habitat écologique, tel que le tube gastro intestinal. (PILET et al., 

2005). 

C‘est le genre le plus connu et le mieux étudié dans l‘ordre des bifidobacteriales. Les 

Bifidobacterium se sont des bâtonnets, Gram positives, asporulées, immobiles, ont des 

formes variées (incurvées, rarement ramifiées) celles de formes bâtonnets peuvent 

généralement être isolées ou en amas et en paires ou en forme de V (LANSING et al., 

2003). Les Bifidobacterium sont anaérobies (LANSING et al. 2003), saccharolytiques 

(SCARDOVI, V., 1986), fermentent les glucides en donnant de l‘acide acétique et l‘acide 

lactique sans production de dioxyde de carbone (LANSING et al. 2003). Pas de 

production d'ammoniaque ou de H2S à partir des acides aminés et elles ne réduisent pas les 

nitrites nitrates. 

Le métabolisme des hydrates de carbone par des bifidobactéries est différente de 

bactéries homofermentaires et hétérofermentaires. En effet, le fructose-6-phosphocétolase, 

une enzyme typique du genre Bifidobacterium, est responsable de la dégradation du 

glucose. La détermination de cette enzyme est un test crucial pour l'identification de ces 

micro-organismes (SHAH, 2000).  
 

I.2.8. Genres Enterococcus et Vagococcus 

Le genre Enterococcus rassemble la plupart des espèces du groupe sérologique D et 

comprend notamment les espèces anciennement désignées sous le terme (Streptocoques 

fécaux), comme Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium. Ce sont également des 

coques homofermentaires qui se caractérisent par leur développement à 10 et 45C°, leur 

aptitude croître en présence de 6,5% de NaCl, et à pH 9.6, et leur grande résistance aux 

facteurs de l’environnement, en particulier la température (30 min à 60C°). Leur habitat est 

très varié : intestin de l’homme et des animaux, produits végétaux, sol, produits laitiers. Au 

sien des bactéries lactiques, les bactéries du genre Enterococcus ont une position 

particulière : parfois utilisés comme indicateur de contamination fécale dans les aliments, 

ils peuvent aussi être associés à la fermentation de certains fromages italiens .Certaines 

espèces de Streptococcus et Lactococcus isolées de poisson et d’eau douce et qui possèdent 

la particularité d’être mobiles, ont été répertoriées dans le nouveau genre Vagococcus mais 

ne concernent pas les aliments (FEDRIGHI., 2005) 
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I.2.9. Genre Aerococcus 

Des bactéries à Gram positif, des coques isolées ou en paires ou arrangées en amas, 

microaérophile mais généralement anaérobies facultatives, catalase négative, asporulées, 

pH de croissance 9, la tolérance en NaCl 18%. (RUOFF, 2007). 
 

I.2.10. Genre Alloiococcus 

Des cellules ovoïdes, Gram positif, non-mobiles, asporulées, vivent en paire ou en 

tétrade. Se croissent en ralentis à un NaCl 6,5% mais pas 10%. Et ne préfèrent pas la T° 

10°C ni 45°C. Sont aérobies, catalase - /+, oxydase négative, ne produisent de gaz, l‘acide 

n‘est pas produit à partir de la fermentation de glucose (COLLINS et al. ,1987).  
 

I.3. Le rôle des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques sont la base de la fabrication des différents produits 

alimentaires tels que les produits laitiers (yaourt, fromage, …), les produits carnés, et les 

produits végétaux, aussi elles procurent une meilleure conservation pour ces denrées 

alimentaire. Ainsi elles sont dotées de plusieurs pouvoirs. 

Les bactéries lactiques sont fréquemment associées de manière positive à 

l'alimentation humaine, à travers la fermentation d'une grande variété de produits (ROSS et 

al., 2002). Elles sont présentes en temps que flore technologique dans les produits laitiers 

(yaourts, fromages), les produits carnés (charcuteries), les produits végétaux (choucroute, 

pickles, olives fermentées), les levains de panification et les boissons alcoolisées (vins, 

bières blanches, saké) (LEROY & DE VUYST, 2004). 

Donc la plupart des aliments fermentés font intervenir des bactéries lactiques soit en 

tant qu’agent principal de la fermentation, soit en tant qu’agent secondaire  de la 

production de substances antimicrobiennes. Dans ces produits, le rôle principal des 

bactéries lactiques est l’acidification qui participe à la flaveur et à la texture des produits 

mais elles exercent au travers de leur métabolisme d’autres rôles sur les caractéristiques 

organoleptiques et technologiques des aliments fermentés ou non. (FEDRIGHI., 2005) 

Ces bactéries lactiques participent à la conservation et la biopréservation des 

aliments. Elles ont la capacité de produire des substances antimicrobiennes comme les 

acides organiques, le peroxyde d’hydrogène ou encore les bactériocines qui inhibent la 

croissance de plusieurs bactéries pathogènes. 
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II. substances antimicrobiennes produites par les bactéries lactiques 

L’une des principales caractéristiques des produits fermentés est leur stabilité par 

rapport à la matière première dont ils sont issus. Ce rôle sur la conservation des produits 

est lié à la présence quantitative des bactéries lactiques dans les produits fermentés ou elles 

dépassent généralement 106 bactéries/g d’aliment, exerçant ainsi un phénomène de 

compétition vis-à-vis des autres flores. A ce mécanisme, s’ajoutent les propriétés 

spécifiques d’inhibition des bactéries lactiques qui s’exercent de différentes manières. 

(FEDRIGHI., 2005)  

Les bactéries lactiques produisent divers composés tels que les acides organiques, le 

diacétyle, le peroxyde d'hydrogène, le CO2 et/ou les bactériocine pendant les fermentations 

lactiques (ANDERSSEN et al., 1998; OYETAYO et al., 2003 et DEEGAN et al., 2006). 

Les composés antimicrobiens produits par les BL peuvent empêcher la croissance 

des bactéries pathogènes; contaminants possibles des produits fermentés (ANDERSSON, 

1986 ; GILL et HALLEY, 2003 et GUESSAS et al., 2006). 

II.1. Acides organiques 

Qu’elles soient homofermentaires ou hétérofermentaires, les bactéries lactiques 

produisent différents types d’acides organiques. Donc cette fermentation est caractérisée 

par l'accumulation d’acides organiques qui s’accompagne d'une réduction du pH 

(GOULD, 1991 et PODOLAK et al., 1996). 

L'acide lactique est le métabolite principal des BL causant la réduction du pH qui 

inhibe largement de microorganismes (EKLUND, 1989 et SCHNÜRER et 

MAGNUSSON, 2005). La forme non dissociée et plus hydrophobe de l'acide se répand 

au-dessus de la membrane des cellules et se dissocie à l'intérieur de la cellule, libérant les 

ions H+ qui acidifient le cytoplasme (PIARD et DESMAZEAUD, 1991). En plus de 

l'effet du pH, l'acide non dissocié fait chuter le gradient électrochimique de proton, 

entraînant la bactériolyse et finalement la mort des bactéries sensibles (EKLUND, 1989). 

Les BL hétéro fermentaires produisent en plus, de l'acide acétique qui possède un 

plus haut pKa que l'acide lactique, ont donc une proportion plus élevée d'acide non dissocié 

à un certain pH semblable avec l'acide lactique. Les acides acétiques et propioniques 

agissent l'un sur l'autre sur les membranes de cellules pour neutraliser le gradient 

électrochimique de proton, mais l'effet de l'acide acétique et propioniques dépend souvent 
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de la diminution du pH provoqué par l'acide lactique (EKLUND, 1989). L'acide 

propionique et acétique empêchent également l’assimilation d'acide aminé (FREESE et 

al., 1973 et EKLUND, 1989). 

II.2. Acides gras  

Dans certaines conditions, quelques lactobacilles et lactocoques possédant des 

activités lipolytiques peuvent produire des quantités significatives d'acides gras, par 

exemple dans la fermentation du lait fermenté (RAO et al., 1984). 

L'activité antimicrobienne des acides gras a été identifiée pendant plusieurs années. 

Les acides gras insaturés présentent une activité contre les bactéries à Gram+, et l'activité 

antifongique des acides gras dépend de la composition, de la concentration, et du pH du 

milieu (GOULD, 1991). 

II.3. Peroxyde d’hydrogène 

La catalase, enzyme nécessaire à la dégradation du peroxyde d’hydrogène en 

oxygène et en eau, est absente chez les bactéries lactiques. Il en résulte une accumulation 

de ce composé qui peut être inhibiteur de différents micro-organismes (ZALAN et al., 

2005).  

En général, les bactéries lactiques sont capables de transformer l’oxygène 

moléculaire (O2) en super oxyde excité (O2), en peroxyde (H2O2) ou en eau (H2O). Ces 

réactions sont catalysées par des enzymes spécifiques généralement en présence d’un 

substrat à oxyder. Ces enzymes ont été trouvées chez des souches de Streptococcus, 

Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc et Pediococcus (CONDON, 1987). Ce composé 

bloque le fonctionnement de certaines enzymes-clés intervenant dans la glycolyse résultant 

l'inhibition de la croissance des microorganismes (DESMAZEAUD, 1996) ainsi la 

peroxydation des lipides de membrane; de ce fait provoque l'accroissement de la 

perméabilité membranaire (KONG et DAVISON, 1980). 

H2O2 peut également agir comme précurseur pour la production de radicaux libres 

bactéricides tels que le superoxide (O2) et radicaux d'hydroxyle (OH) qui peuvent 

endommager l'ADN (BYCZKOWSKI et GESSNER, 1988). 
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II.4. Dioxyde de carbone (CO2) 

Le CO2 est principalement produit par les BL hétérofermentaires, qui peut jouer un 

rôle antimicrobien en créant un environnement anaérobique, qui empêche les 

décarboxylations enzymatiques (EKLUND, 1984), et l'accumulation de CO2 dans la 

bicouche lipidique peut provoquer un dysfonctionnement de la perméabilité membranaire. 

(DORTU et THONART, 2009). 
 

II.5. Acétaldéhyde 

Chez Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, l'action d'une thréonine aldolase, clive la 

thréonine en acétaldéhyde et en glycine. L'acétaldéhyde à une concentration de 10 à 100 

ppm empêche la croissance de Staphylococcus aureus, de Salmonella typhimurium et d’E. 

Coli dans les produits laitiers (PIARD et DESMAZEAUD, 1991). Les quantités 

d'acétaldéhyde produites par les lactocoques oscillent entre 2,60 et 6,50 mg/ml 

(BOTTAZZI et DELLAGLIO, 1967). La contribution de l'acétaldéhyde à la 

biopréservation est mineure puisque le seuil de saveur est beaucoup inférieur aux niveaux 

qui sont considérés nécessaires à l'inhibition des microorganismes (KULSHRESTHA et 

MARTH, 1974). 

II.6. Di acétyle (2,3- butanédione) 

Le diacétyle est produit suite à la dégradation du citrate, il est synthétisé par 

différentes espèces de bactéries lactiques appartenant à plusieurs genres comme 

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc et Pediococcus. Il Présente des propriétés 

antimicrobiennes contre les levures, les bactéries Gram négatif et les bactéries Gram positif 

non lactiques. La concentration nécessaire à l'obtention d'une inhibition dépend 

essentiellement du microorganisme cible (DORTU et THONART ., 2009).  
 

II.7. Reutérine (ou 3-hydroxypropionaldehyde) 

La reutérine est produite par Lactobacilles reuteri, une espèce hétérofermentaire dont 

la niche écologique est l'appareil gastro-intestinal des humains et des animaux 

(AXELSSON et al., 1989).  

La reutérine est un métabolite intermédiaire qui possède un effet antimicrobien. Il est 

produit lors de la fermentation anaérobique du glycérol par certaines espèces de 

Lactobacillus ainsi que par d’autres genres bactériens non lactiques (EL-ZINEY et al., 
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1998).  La reutérine possède un large spectre d’activité et a des applications aussi bien dans 

le domaine médical que dans le domaine alimentaire (VOLLENWEIDER, 2004). 

La reutérine montre un large spectre d'activité antimicrobienne contre certaines 

bactéries à Gram+ et à Gram-. Les organismes de détérioration sensibles à la reutérine 

comprennent Salmonella, Shigella, Clostridium, Staphylococcus, Listeria, Candida, et 

Trypanosoma (AXELSSON et al., 1989). 
 

II.8. Reutéricycline 

Certaines souches de Lactobacillus reuteri secrètent d‘autres substances 

antimicrobiennes, reutericycline. On a remarqué que la concentration d‘inhibition 

minimale de cette molécule est de 0.05-1 mg/L pour les bactéries à gram positives. Tandis 

qu‘on n‘a pas trouvé aucune sensibilité des bactéries à gram négative et les champignons à 

la reutéricycline (OUWEHAND et al., 1996) .  
 

II.9.    2-pyrrolidone-5-carboxylic Acide 

Ou PCA cette molécule est surtout produite par Lactobacillus casei ssp.casei, L.casei 

ssp. Pseudoplantarum et Streptococcus bovis. Elle est présente aussi dans les fruits, les 

légumes. Elle inhibe les Bcillus subtilis, Enterobacter cloacae, Pseudomonas putida et 

Pseudomonas fluorescens. Elle est stable à la grande température (121°C/20min) mais elle 

perd son activité inhibitrice quand le pH est de 2,5. PCA est reconnu comme un fort agent 

antimicrobien comme l‘acide lactique. Et son mécanisme d‘action est le même que les 

acides organiques (OUWEHAND et al.,1996 ).  
 

II.10. Bacteriocines 

La première découverte des bactériocines a été signalée il y a presque un siècle, 

lorsque GRATIA (1925) a démontré l’inhibition de souches d'Escherichia coli S par une 

substance thermostable provenant d’une culture d'E. coli V. Ces substances inhibitrices ont 

été appelées colicines en références à l’espèce productrice (FREDERIQ, 1946). 

L’inhibition de la croissance de différentes bactéries lactiques par un métabolite produit 

par S. lactis, aujourd’hui classifié comme L. lactis (MCAULIFFE et al., 2001), est à la 

base de la découverte de la première bactériocine produite par une bactérie lactique, et ceci 

en 1928 (ROGERS, 1928). Celle-ci a été décrite par Whitehead cinq ans plus tard et en 

1947, elle a été nommée nisine (MATTICK & HIRSCH, 1947). En 1951, d’autres 

travaux ont prouvé qu’au cours de l’affinage d’un fromage, les clostridies étaient inhibées 

par la nisine (HIRSCH et al., 1951). C’est à partir de cette date que l’usage des 
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bactériocines a été recommandé dans la lutte contre les contaminations alimentaires. Selon 

KLAENHAMMER (1988) et MARGARET & JOHN (2002), 99% des espèces 

bactériennes peuvent produire au moins une bactériocine.  

II.10.1. Définition de la bactériocines 

Différentes définitions des bactériocines ont été données au cours du temps. 

Cependant, la définition qui reste la plus largement acceptée est celle de 

KLAENHAMMER (1988) qui définit les bactériocines comme des peptides ou des 

complexes de peptides (généralement 30 à 60 acides aminés) synthétisés au niveau des 

ribosomes et qui ont un effet bactéricide ou bactériostatique sur d’autres espèces souvent 

taxonomiquement proches (KLAENHAMMER, 1988 ; GARNEAU et al., 2002). Dans 

tous les cas, la cellule productrice est immunisée vis-à-vis de l’action de sa propre 

bactériocine. Les bactériocines représentent une large classe de substances antagonistes qui 

varient considérablement du point de vue de leur poids moléculaire, de leurs propriétés 

biochimiques, de leur spectre d'action et de leur mode d'action (KLAENHAMMER, 

1988). Toutes les bactériocines produites par des bactéries lactiques décrites jusqu'à 

présent ont une activité dirigée contre les bactéries Gram+. Aucune bactériocine produite 

par des bactéries lactiques avec une activité contre des bactéries Gram- n'a été décrite, la 

membrane externe des bactéries Gram- ne permettant pas aux bactériocines d'atteindre la 

membrane interne, siège de leur activité (SMULDERS et al., 1986 et EARNSHAW, 

1992).  

II.10.2. Classification 

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques ont été classées par 

KLAENHAMMER (1993) en quatre classes sur la base de leur poids moléculaire, 

thermostabilité, sensibilité enzymatique, présence d’acides aminés post-

traductionnellement modifiés et mode d’action.  
 

II.10.2.1.Classe I. Les lantibiotiques  

Peptides de taille inférieure à 5 kDa, stables à la chaleur et qui contiennent des acides 

aminés inhabituels soufrés formés post-traditionnellement, c'està- dire la lanthionine, la β-

méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la déhydroalanine. Ils peuvent être divisés en 

deux types : la classe Ia qui comprend des peptides cationiques hydrophobes allongés 

contenant jusqu'à 34 acides aminés et la classe Ib qui comprend les peptides globulaires 

chargés négativement ou sans charge nette et contenant jusqu'à 19 acides aminés 
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(MCAULIFFE et al., 2001 ; TWOMEY et al., 2002). Les séquences et structures d'un 

lantibiotique de chaque type se trouvent à la figure 01.  

 
Figure 01 : Séquence et structure de lantibiotiques de type A (Nisine), B (Mersacidine) et 

d‘un lantibiotique « two-peptides » (Lacticine 3147 A1 et A2) — Sequence and structure 

of a type A lantibiotic (Nisin), a type B lantibiotic (Mersacidin) and a « two-peptides » 

lantibiotic (Lacticin 3147 A1 and A2) (NIGUTOVA et al., 2007) 

II.10.2.2.Classe II. Bactériocines non modifiées 

Les bactériocines de la classe II sont de faible masse moléculaire (<10 ) ; 

thermostables et ne subissent pas de modification post traductionnelle. Cette classe a un 

grand nombre de bactériocines et a été divisée en trois sous classe (DRIDER et al., 2009) 

 Sous classe Πa : Sont des peptides composés de 36 à 48 acides aminés (DRIDER et 

al., 2009). Ont une partie N-terminal hydrophobe contenant la séquence consensus 

YGNGV ainsi qu’un pont disulfure et une partie C-terminale moins conservée, 

hydrophobe ou amphiphile qui détermine la spécificité d’action (FIMLAND et al., 

2000 ; RICHARD et al., 2006). Les bactériocines de classe Πa sont actives contre 

les bactéries des genres Listeria, Enterococcus, Lactococcus (CALVEZ et al ., 

2009). 

 Sous classe Π b : La sous classe џ b représente les bactériocines à deux composants 

peptidiques qui y a un nombre d’acides aminés compris entre 30 et 40. Ces peptides, 

sont cationiques et portent des régions amphiphiles et ou hydrophobes (CALVEZ et 

al ., 2009).les deux types de bactériocines, type E (Enhancing) ou la fonction de l’un 

des deux peptides est d’augmenter l’activité de l’autre et le type S (Sunergy) ou les 

peptides sont complémentaires (CARINE et al., 2009). 
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 Sous classe Πc : Contient les bactériocines activées par réduction du groupement 

thiols telle que la lactococine B. La classification actuelle définit les bactériocines de 

la sous classe II c comme étant les bactériocines n’ayant pas toutes les 

caractéristiques de sous-classes IIa et II b (CALVEZ et al., 2009).  
 

II.10.2.3.Classe III. Les bactériocines à haute poids moléculaire 

Protéines de taille supérieure à 30 kDa et sensibles à la chaleur. La structure et le 

mode d’action de ces bactériocines diffèrent complètement des autres bactériocines 

produites par les bactéries lactiques. Cette classe ne contient que quatre bactériocines : 

l’helveticine J produite par Lactobacillus helveticus A, l’enterolysine A produite par 

Enterococcus faecium, la zoocine A produite par Spreptococcus zooepidemicus et la 

millericine B produite par Streptococcus milleri (NILSEN et al., 2003 ; PAPAGIANNI, 

2003 ; NIGUTOVA et al., 2007).  

Tableau 02 : Les quartes Bactériocines de classe III produites par des bactéries 

lactiques. (NILSEN et al., 2003 ; PAPAGIANNI, 2003 ; NIGUTOVA et al., 2007). 

 
 

II.10.2.4.Classe IV 
Peptides possèdent une partie carbohydratée ou lipidique pour avoir une activité. 

Aucune bactériocine de cette classe n‘a été décrite (DORTU et THONART, 2009).  

II.10.3.Production et le conditionnement des bactériocines 

Les bactériocines sont généralement produites à la fin de la phase exponentielle et au 

début de la phase stationnaire de croissance. Elles peuvent ensuite être dégradées par les 

protéases produites par la bactérie lactique productrice (SAVIJOKI et al., 2006) 

Les conditions de culture influencent fortement la production de bactériocines. En effet, 

l'optimalisation de la croissance ne résulte pas nécessairement en l'optimalisation de la 

production de bactériocines (PARENTE et al., 1999). Il a même été suggéré que des 

conditions de croissance défavorables permettent de stimuler leur production 

(VERLUYTEN et al., 2004). 
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Il est très difficile de conditionner les bactériocines sous une forme purifiée. La 

purification des bactériocines est une procédure longue et couteuse qui nécessite la mise  

en œuvre de nombreuses techniques, à savoir une précipitation des protéines au sulfate 

d'ammonium, différentes combinaisons de chromatographies sur colonne telles que des 

échanges d'ions ou des interactions hydrophobes et une étape finale de chromatographie 

liquide à haute performance en phase inverse. Ces traitements ne sont pas applicables à 

l'échelle industrielle. La stratégie souvent mise en œuvre consiste dès lors en l'adsorption 

de la bactériocine sur la cellule productrice suivie d'une centrifugation ou d'une 

ultrafiltration de la culture et de la désorption de la bactériocine par abaissement du pH à 2 

et augmentation de la concentration en chlorure de sodium. Les bactériocines semi-

purifiées peuvent alors être conditionnées sous forme sèche par atomisation ou 

lyophilisation par exemple (PARENTE et al., 1999). La nisine, la seule bactériocine 

légalement approuvée comme additif alimentaire, est commercialisée sous une forme semi-

purifiée.  
 

II.10.4.Mode d’action 

Le mode d’action de la nisine est sans doute le plus étudié en raison de sa découverte 

plus ancienne et de son utilisation dans le domaine agro-alimentaire.les bactéries Gram + 

sont caractérisé par une forte teneur en lipide de la membrane anionique du le caractère 

cationique des bactériocines. Le rôle des lipides anioniques dans la liaison membrane a été 

souligné. (MOLL et al., 1999). Bien que les bactériocines des bactéries lactiques puissent 

travailler via différent mécanisme pour exercer un effet antibactérien, l’enveloppe 

cellulaire est généralement la cible (DEEGAN et al ., 2006).  
 

II.10.4.1. Les lantibiotiques  

Les lantibiotiques interagissent avec la membrane cellulaire par des interactions 

électroniques ou par liaison à des récepteurs spécifiques tels que le lipide П (undecaprenyl-

pyrophosphoryl-Mur NAC-pentapeptides-GlcNAC) un précurseur de peptidoglycanes. 

Suite à cette liaison, les lantibiotiques peuvent former des pores larges et non spécifiques 

dans la membrane cytoplasmiques, ce qui va causer l’efflux rapide des petits composés 

cytoplasmiques tels que les ions, les acides aminés, l’ATP etc. (CARINE et al., 2009 ; 

CALVEZ et al., 2009). Cette augmentation de la perméabilité membranaire va conduire à 

la dissipation des deux composants de la force proton motrice, à la cessation rapide des 
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activités cellulaires et à la mort de la cellule. L’interaction avec le lipide permet 

d’augmenter la stabilité des pores formés et de la concentration du lantibiotique nécessaire 

à la formation des pores, mais également conduire à l’inhibition de la synthèse de la paroi 

cellulaire. (PATTON et al., 2005) Le groupe de lacticine 481 forment des pores dans la 

membrane le même mécanisme que ce de groupe de nisine avec dissipation de la force 

proton motrice et de la concentration d’ATP intracellulaire par contre le groupe de 

Mersacidine interagit d’une façon différente que la nisine puisque des travaux ont montré 

que l’action d’un de ces deux lantibiotiques n’empêchait pas l’action de l’autre. Ces deux 

bactériocines reconnaitraient donc des sites différents au niveau du lipideП (CALVEZ et 

al., 2009). Alors que les lantibiotiques du groupe cinnamycine interagissent avec d’autres 

lipides spécifiques les phosphatidiléthanolamines. Tandis que le groupe de lactocine vont 

interagit avec la membrane plasmique (DRIDER et al ., 2009). Le dernier groupe 

bactériocine à deux composants, ont une activité différente, le peptide A1 semble se lier au 

récepteur lipide П et inhiber ainsi la formation de peptidoglycane tandis que le peptide A2 

permettrait la formation de pores et le relargage du potassium cellulaire. (MORISSET et 

al,. 2002). 
 

II.10.4.2. La classe II 

Se base sur l‘interaction de la bactériocine avec la membrane ou un récepteur 

spécifique, la « mannose perméase », pour former un pore dans la membrane de la bactérie 

cible ce qui résulte une perméabilité de cette dernière et par la suite la mort de la cellule 

(HECHARD et al., 2001 ; GRAVESEN et al., 2002 ; AROUS et al., 2004 ; BAUER et 

al., 2005).  

 Sous classe IIa : les bactériocines de classe Пa entrainent une perméabilisation des 

membranes cibles provoquant un déséquilibre de la balance ionique et une fuite de Pi 

(phosphate inorganique). Ceci a pour conséquence une dissipation de la force 

motrice des protons (PMF) une dissipation du gradient de pH et dissipation partielle 

du potentiel transmembranaire ainsi qu’un efflux de K+ et d’acides aminés. Tous ces 

événement fragilisent la cellule cible et entrainent la mort cellulaire (DRIDER et al 

., 2009).ou bien une interaction de la bactériocine avec la membrane ou un récepteurs 

spécifique le mannose perméase, pour ensuite former un pore dans la membrane de 

la cellule, ce qui induit la perméabilisation de la membrane, la dissipation des deux 

composantes de la force proton motrice et la mort de la cellule.(CARINE et al., 

2009). 
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 Sous classe IIb : elles forment des pores et rendent la membrane perméable à 

différentes petites molécules des cations monovalents ou des anions, ce qui dissipe 

une ou les deux composantes de la force proton motrice (OPPEGARD et al., 2007). 

 Sous classe IIc : les études portant sur le mode d’action de ces bactériocines 

montrent qu’il existe plusieurs modes d’action en fonction de la bactériocines. Par 

exemple la lactococine A provoque une dissipation du potentiel de membrane et la 

sortie d’acides aminées dans le milieu extracellulaire (CALVEZ et al., 2009). 

 

 
Figure 02 : Mode d‘action utilisé par les bactériocines de classe IIa et par les lactococcines 

A et B (classe IId) d’après (DIEP et al., 2007). 

 

 Formation des pores : Différents modèles de formation des pores ont été proposés 

au cours des années. Pour la lantibiotique nisine, la formation de pore se produit à 

travers une série des étapes distinctes. Le modèle coin-interstitielle (wedge-like) de 

la nisine induite la formation des pores (DRIESSEN et al., 1995) peuvent 

impliquée une force proton motrice motif conduit à une Co-insertion des lipides et 

des domaines nisine (Figure 2A). La charnière (s) dans la molécule de nisine peut 

permettre la flexion de la partie C-terminale et donc son insertion dans la 

membrane. Multiples molécules de la nisine inséré peut donner lieu à une 

perturbation locale importante de l'organisation de la bicouche lipidique entraînant 

la formation de pore lipide-protéine transitoires. Ces structures sont 
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intrinsèquement instables en raison des forces hydrophobes qui conduiront le 

réarrangement des lipides dans leur organisation originale. Lors de l'insertion 

membranaire, les bactériocines de classe II On pense qu’il ya formation d’un 

faisceau de peptides α-hélice beaucoup plus proche d’un tonneau de bois debout 

(barrel-stave) (figure 2B). (MOLL et al., 1999)  

 
Figure 03: Formation de pores membranaires par le complexe nisine-lipide II 

(CHATTERJEE et al., 2005). 
 

II.10.4.3. Les bactériocines de Class III 

Ils se diffèrent totalement des autres bactériocines. En effet, l‘entérolysine A, la 

zoocine A et la milléricine B agissent par l‘hydrolyse des liens peptidiques des 

peptidoglycanes des cellules sensibles (DORTU et THONART, 2009).  
 

II.10.5. Application biotechnologique des bactériocines des bactéries lactiques 

II.10.5.1. Applications des bactériocines dans l'industrie alimentaire 
 

La bioconservation des aliments fait l’objet depuis 40 ans de nombreuses études. Elle 

consiste en une augmentation de la durée de vie et une amélioration de la sécurité sanitaire 

des produits alimentaires, en utilisant des microorganismes et/ ou leurs métabolites (ROSS 

et al., 2002 ; STILES, 1996).  

Les bactériocines sont habituellement reconnues comme sûres, sont sensibles aux 
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protéases digestives et ne sont pas toxiques pour les cellules eucaryotes (WIJAYA et al., 

2006). Elles ont une grande tolérance aux variations de pH et aux traitements thermiques. 

Leur spectre antimicrobien peut être larges ou étroit, elles peuvent donc cibler 

sélectivement des bactéries pathogènes ou altérantes sans inhiber les bactéries 

indispensables et ont un mode d'action bactéricide (GALVEZ et al., 2007). Les 

bactériocines doivent cependant être considérées comme un moyen de préservation 

complémentaire à ceux déjà existant (DEEGAN et al., 2006).  Seule la nisine est autorisée 

à l‘utilisation comme additif alimentaire (E234). 

 
Tableau 03 : Exemples d’applications des bactériocines comme conservateurs 

alimentaires d’après Gálvez, A. et al. (GALVEZ et al., 2011). 

II.10.5.2. Applications des bactériocines dans le secteur médical 

L’émergence de la résistance aux antibiotiques conventionnels ces dernières années a 

orienté la recherche vers l’étude de nouveaux agents antimicrobiens. Le mode d’action des 

bactériocines qui diffèrent de ceux des antibiotiques conventionnels et l’innocuité des 
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bactériocines permettraient leur utilisation comme alternative aux antibiotiques dans la 

prévention et/ ou le traitement des infections dues à des bactéries devenues résistantes aux 

traitements conventionnels (DICKS et al., 2011). Contrairement aux applications 

alimentaires des bactériocines, aucune de bactériocine n’est à ce jour commercialisée 

comme médicament. 

Cependant, quelques-unes d’entre elles sont en cours d’essais cliniques pour le 

traitement d’infections cutanées, respiratoires, systémiques et/ ou urogénitales ainsi qu’en 

tant qu’agents contraceptifs parmi elles la rBPI21 en phase clinique III pour le traitement 

de la méningite (HANCOCK, 2000). 
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III. Bactéries multirésistantes 

III.1. Définition d’une bactérie multirésistante (BMR) 

Une bactérie est considérée comme résistante à un antibiotique quand la 

concentration de cet antibiotique au site de l’infection n’est pas suffisamment élevée pour 

inhiber la multiplication de cette bactérie ou de la tuer (POOLE, 2004)  

Les bactéries sont dites multirésistantes aux antibiotiques lorsque, du fait de 

l’accumulation des résistances naturelle et acquises elles ne sont sensibles au maximum 

qu'à un petit nombre qui se situer entre 0 et 3 de familles ou sous-familles d'antibiotiques 

utilisables en clinique avec une probabilité forte d'inefficacité thérapeutique. 

(ANDREMONT, 1997 ; VINCENT .J,2000 ).  

III.2. Principaux BMR 

III.2.1. Staphylocoques 

Les bactéries du genre Staphylococcus sont des photogènes humains anciens, 

fréquents, polyvalents et importants, ont été décrits par Robert Koch en 1878 et cultivés 

par Louis Pasteur en 1880 (JOHN, 2002).  

Ce sont des cocci à Gram positif, généralement groupés en amas ayant la forme de 

grappes de raisin, immobiles, non sporulés. Staphylococcus aureus est une bactérie 

commune présente sur la peau et les membranes muqueuses chez 20 à 30 % des personnes 

en bonne santé et chez les animaux. Ce sont en effet des bactéries qui peuvent être 

inoffensifs, commensaux ou provoquer des infections d’une extrême gravité 

(FLEURETTE ,1989)  

Staphylococcus aureus, qui produit enzyme coagulasse et dont les colonies sont 

généralement jaunes dorées, est le principal agent pathogène humain. C’est un pyogène qui 

possède 4 caractéristiques spécifiques : Virulence ;  Diversité ; Persistance ;  Résistance. Il 

est Oxydase(-), Catalase(+), Glucose(+), ADH(+), Mannitol(+), Coagulase(+), 

phosphatase(+) et DNASE(+). Les staphylocoques poussent sur milieux ordinaire en 18 à 

24h à une température de 37°c (entre 10 à 40°c), ils sont aéro-anaérobies facultatifs.  

Fermente le mannitol sur milieu de Chapman (OSMAN, 2011).  
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III.2.2. Entérocoques  

Le genre Entérocoque est constitué de cocci à Gram positif groupés par paires ou en 

courte chainette, disposés en diplocoque, ovoïde, pousse en milieu hostile, bile esculine, 

résiste aux Na Cl à 6,5 % ; ils peuvent être pathogènes opportunistes; ce sont commensaux 

du tube digestif, chez l’homme et chez l’animal. Leur habitat et leur résistance aux 

antibiotiques expliquent que les entérocoques soient responsables de plus de 10% des 

infections nosocomiales (OSMAN, 2011) 

Les entérocoques font partie des bactéries qui colonisent le tube digestif de l'homme 

(CETINKAYA et al., 2000). Il est responsable d’infection humaine, principalement dues à 

Enterococcus faecalis (80 % à 90 % des cas) et à Enterococcus faecium (5 à 10 % des cas) 

tandis que les autres espèces occasionnellement retrouvées sont Enterococcus gallinarum, 

Enterococcuscas seliflavus , Enterococcus durans , Enterococcus avium et Enterococcus 

hirae (MURRAY BE, 1990).  

III.2.3. Entérobactéries 

Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte 

similitude. La création de ce groupe a été proposée par Rahn en 1937 qu’il dénomma 

Enterobacteriaceae (JOLY et REYNAUD, 2007).  

44 genres sont regroupés en cinq tribus, d’après leurs propriétés fermentatives: 

Escherichiae, Klebsielleae, Proteae, Yersiniae et Erwiniae.  Les genres les plus 

communément isolés en bactériologie clinique sont: Citrobacter, Enterobacter, 

Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia, 

Shigella et Yersinia. La famille des Enterobacteriaceae est constituée des genres bactériens 

rassemblés sur la base de caractères bactériologiques communs:  

 Ce sont des bacilles à Gram négatif dont les dimensions varient de 1 à 6 μm 

de long et de 0.3 à 1 μm de large;   

 Immobiles (Klebsiella, Shigella et Yersinia pestis), ou fréquemment mobiles 

grâce à une ciliature péritriche; 

 Se développant en anaérobie facultative et sur gélose nutritive ordinaire;   

 Oxydase négative, catalase positive (sauf Shigella dysenteriae sérotype I);  

 Réduisent les nitrates en nitrites;  

 Fermentent le glucose avec ou sans production de gaz (SOUNA, 2011).  
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III.2.3.1. Escherichia coli 

Isolée pour la première fois par Escherich en 1885, Escherichia coli est l'espèce 

bactérienne qui a été la plus étudiée par les fondamentalistes pour des travaux de 

physiologie et de génétique (AVRIL et al., 2000).  

Elle représente l’espèce type de genre Escherichia. Appelée communément               

« colibacille » cette espèce possède des caractères biochimiques particuliers permettant de 

la différencier des espèces voisines. La production d’indole à partir de tryptophane, 

l’absence d’utilisation du citrate comme source de carbone et l’absence de production 

d’acétoïne (réaction de Voges Proskauer négative) (JOLY et REYNAUD, 2007).  

Escherichia coli se retrouve en abondance dans la flore commensale humaine, en 

particulier dans le tube digestif de l’homme qu’elle colonise dès les premières heures de la 

naissance. Elle constitue l’espèce dominante de la flore aérobie anaéro-tolérante (AHOYO 

et al, 2007; BONACORSI et al., 2001). 

Les colibacilles, hôtes normaux de l'intestin, ne provoquent normalement pas de 

maladie. Cependant ils possèdent un potentiel pathogène qu'ils expriment dans certaines 

circonstances (pathogènes opportunistes) (CHU-PS, 2003). C’est une des espèces 

bactériennes les plus souvent rencontrées en pathologie humaine. La plupart sont 

commensales, mais certaines souches possèdent des facteurs de virulence qui leur 

permettent de déclencher des diarrhées. Escherichia coli est une cause majeure de diarrhée 

aigue dans le monde (BERCHE, 2003). A côté des infections intestinales, elle est 

responsable d’infections extra-intestinales diverses: urinaires, abdominale, méningées et 

les bactériémies (FAUCHERE et AVRIL, 2002).  

III.2.3.2. Salmonelle 

KAUFFMANN, le pionnier de l’analyse du genre Salmonella, avait individualisé sur 

la base de tests phénotypiques et de tests sérotypiques plusieurs sous-genres et de très 

nombreuses espèces de Salmonella (Salmonella typhi, espèce responsable de la fièvre 

typhoïde) (WEILL, 2009). Depuis 2005, une nouvelle nomenclature est en vigueur sur le 

plan international (TINDALL et al., 2005). 

Des études moléculaires (hybridations ADN-ADN) ont révélé la présence de 

seulement deux espèces dans le genre Salmonella (S. enterica, espèce majoritaire et S. 
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bongori, espèce rare). S. enterica est elle-même subdivisée en six sous-espèces. L’espèce 

bongori et les différentes sous espèces d’enterica sont ensuite sub-divisées sur la base du 

sérotypage en de très nombreux sérotypes. 

 À ce jour, plus de 2500 sérotypes (ou sérovars) sont décrits (POPOFF, 2001). Le 

réservoir des bactéries du genre Salmonella est principalement le tube digestif des 

vertébrés. De très nombreuses espèces animales hébergent ces agents pathogènes 

(volailles, bovins, porcs, poissons, reptiles,….). La sous-espèce enterica est plutôt adaptée 

aux animaux à sang chaud et à l’homme (WEILL, 2009).  

Les salmonelles sont responsables de fièvres typhoïdes et de salmonelloses non 

typhiques qui représentent une cause majeure de diarrhées dans le monde avec un taux 

important de mortalité infantile (DAGNRA et al., 2007).  

III.2.3.3. Klebsiella 

Les Klebsiella sont des bactéries immobiles, en diplobacilles, généralement 

capsulées (DELARRAS, 2007) et fermentent de nombreux sucres avec production de gaz, 

mais elles ne sont pas protéolytiques (FAUCHERE et AVRIL, 2002).  Sur milieu gélosé, 

les colonies sont caractéristiques: elles sont volumineuses, bombées, brillantes et très 

visqueuses à cause de la capsule (FAUCHERE et AVRIL, 2002).  

Le genre Klebsiella comporte actuellement cinq espèces dont l’espèce type est 

Klebsiella pneumoniae, germe très répandu dans la nature (sol et eau), saprophyte des 

voies respiratoires supérieures et il est l’agent des surinfections respiratoires 

(LAMNAOUER, 2002).  

Klebsiella pneumoniae est un pathogène à fort potentiel épidémique fréquemment 

impliqué dans des infections sévères. De nombreuses épidémies nosocomiales causées par 

cette bactérie ont été décrites, notamment chez des patients hospitalisés dans des unités de 

soins intensifs adultes ou pédiatriques (CARRËR et NORDMANN, 2009; 

BOUKADIDA et al., 2002).  

III.2.4. Pseudomonas 

Le genre Pseudomonas de la famille des Pseudomonaceae est un bacille Gram 

négatif, n’appartient pas à la famille des Entérobactériaceae, mais considéré comme une 

entérobactérie, car il végète dans le tube digestif des animaux à sang chaud et peut se 
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comporter comme un pathogène opportuniste. A la différence des Enterobactériaceae, 

chez La majorité des souches de Pseudomonas, le métabolisme glucidique n’est pas 

fermentatif mais oxydatif. 

Pseudomonas aeruginosa C’est un bacille, Commensal du tube digestif mais peu 

abondant chez le sujet sain, il occasionne de nombreuses infections chez les sujets 

fragilisés. Il produit deux pigments qui diffusent dans le milieu de culture :   

 La pyocyanine, bleu vert, soluble dans le chloroforme et ;   

 La pyoverdine, jaune vert, fluorescent et soluble dans l'eau.   

 Il existe de rares souches produisant d'autres pigments (noir ou rouge) mais 

surtout 10% de souches sont non pigmentées,  

 Oxydase+ (CHOUDER. N., 2006).  

III.2.5. Bacillus 

Le genre Bacillus appartient à l’embranchement des Firmicutes, classe des Bacilli, 

ordre des Bacillales, Famille des Bacicacaes. Il comprend 268 espèces réparties en 3 

groupes sur la base de la morphologie de l’endospore et du corps bactérien. Bacillus 

subtilis appartient au second groupe avec son endospore ellipsoïdale non déformante. 

(BOUHAIRI, 2017) 

B. subtilis fait partie des bactéries gram-positives à faible pourcentage en guanine et 

en cytosine (%GC) dans leur génome. (MARCHADIER, 2009) Bacillus subtilis, bactérie 

ubiquitaire à Gram positif, catalase positive, aérobie pouvant se développer en anaérobiose, 

mobile par des flagelles peritriches, formant des spores très résistantes dont l’élimination 

efficace nécessite des conditions particulières. Malgré le fait qu’il s’agisse d’une bactérie à 

faible potentiel pathogène, elle peut donner lieu à de redoutables infections dans certains 

cas ou encore être à l’origine d’une intoxication alimentaire. C'est également un excellent 

modèle pour l'étude de la croissance végétative et de la sporulation.   

Une colonie de Bacillus subtilis est de forme ronde à irrégulière, les bords varient de 

l’aspect ondulé à fimbrié, elle peut être plate, soulevée ou légèrement convexe de taille (2 à 

4 mm), de couleur blanche, blanc cassé ou crème, translucide à opaque à texture mate ou 

brillante, sèche ou mucoïde. (BOUHAIRI, 2017) 
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III.2.6. Streptocoque  

Les bactéries des genres Streptococcus sont des cocci à Gram positif, se disposent en 

général en chainettes, parfois par paires, ni mobiles ni capable de sporulation, parfois 

encapsulés, ce sont des anaérobies facultatifs ; exigeants ayant besoin du sang ou d’autres, 

milieux riches, certain souche importantes ne se développant que sur les, milieux enrichis 

en pyridoxine. 

 Ils peuvent vivre comme commensaux de la peau et des muqueuses, principalement 

dans nasopharynx, le tube digestif et le vagin.  

Streptococcus pyogenes et Streptococcus pneumoniae sont des pathogènes agressifs, 

provoquant des dégâts au niveau des tissus (JOHN, 2002).  

Ils sont catalase (-), oxydase (-), optichine (-), nitrate-réductase (-), esculine (-), 

gélatine (-) (OSMAN, 2011).  

III.3. Types de résistances bactériennes 

III.3.1. Résistance bactérienne naturelle 

La résistance naturelle ou intrinsèque correspond à la résistance de toutes les souches 

d'une même espèce ou d'un même genre bactérien à un antibiotique. Son support génétique 

est généralement chromosomique. La résistance naturelle est liée soit à une absence de 

cible, soit à une imperméabilité de la paroi bactérienne à l'antibiotique (BASSIROU 

FALL, 1999).  

La résistance bactérienne naturelle est permanente et d’origine Chromosomique. Elle 

est stable, transmise a la descendance (transmission verticale) lors de la division cellulaire, 

mais elle n’est généralement pas transférable d’une bactérie a l’autre (transmission 

Horizontale) (SYLVIE, 2009)  

III.3.2. Résistance bactérienne acquise 

Ce phénomène résulte d’une modification du patrimoine génétique par l’acquisition 

de gène, en donnant un phénotype bien précis de résistance diffèrent du phénotype 

sauvage. (JEHL et al., 2003).  
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C'est une résistance évolutive, elle varie en fonction du temps, de la localisation 

(épidémie), et de l'utilisation des antibiotiques (BASSIROU FALL, 1999). 

III.4. Mécanismes de la résistance bactérienne aux antibiotiques 

Les bactéries exploitent des stratégies distinctes afin de se défendre contre l’action 

des antibiotiques  

III.4.1. Diminution de la perméabilité 

Elle est due grâce à la mutation affectant la structure des porines ou diminuant la 

synthèse des porines par lesquelles l’antibiotique peut pénétrer dans la bactérie 

(LOZNIEWSKI et RABAUD ,2010). 

III.4.2. Efflux actif 

L’efflux repose sur une pompe insérée dans la membrane et capable d'éjecter 

l'antibiotique hors de la bactérie grâce à un canal ; cet efflux conduit à une diminution de la 

concentration intracellulaire de l'antibiotique (MARTINEZ et al ., 2007). 

III.4.3. Inactivation de l’antibiotique 

C’est le mécanisme le plus fréquent en pathologie infectieuse. Il s’agit des 

modifications chimiques des antibiotiques, telle l’hydrolyse de bêta-lactamines par les 

bêta-lactamases, ou les estérifications des aminosides (FAUCHERE et AVRIL, 2002). 

III.4.4. Modification de la cible de l’antibiotique 

La cible de l’antibiotique peut être structurellement modifiée ou remplacée, de telle 

sorte que le composé antibactérien ne puisse plus se lier et exercer son activité au niveau 

de la bactérie. La modification de la cible, est un mécanisme de résistance décrit pour la 

majorité des antibiotiques (NIKAIDO, 2009). 
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Figure 04 : Différents mécanismes de résistance aux antibiotiques (GUARDABASSI et 

COURVALIN ,2006).  
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I. Matériel et méthodes 

Ce travail consiste à étudier l’activité antibactérienne de certaines souches de 

bactéries lactiques isolées à partir d’un produit laitier traditionnel à l’égard de quelques 

bactéries pathogènes au niveau des laboratoires de microbiologie et de biochimie de la 

faculté des sciences de la nature et de la vie (Université KASDI Merbah Ouargla). 

 Donc cette étude est basé sur : 

 La sélection des bactéries lactiques productrice des substances antimicrobiennes; 

  La détermination de la nature des ces substances inhibitrices. 
 

 Matériel biologique 

Les espèces des bactéries lactiques proviennent de la collection du laboratoire de 

microbiologie appliquée du département de biologie de la faculté des sciences, de 

l’université d’Ouargla, Algérie isolées à partir de fromage traditionnel (J’ben) à base de lait 

de vache et de chèvre  par DJOUHRI khadra et  MADANI Sabrina  pour leur thème : 

Etude microbiologique d’un produit laitier fermenté traditionnel (J’ben) : isolement et 

identification des bactéries lactiques en 2014/2015 utilisées comme des souches tests dans 

le tableau 04. 

Tableau 04 : Les espèces des bactéries lactiques utilisées comme des souches tests 
 

Les souches Souches identifié 

Souche 7 Lactococcus lactis subsp lactis 

Souche 8 Leuconostoc mesonteroide 

Souche 14 Lactococcus raffinolactis 

Souche 18 Lactococcus lactis subsp lactis 

Souche 79 Lactococcus lactis 

Souche 86 Leuconostoc crémoris 

Souche 87 Leuconostoc sp 

Souche 96 Lactococcus diacetilactis 

Souche 77 Entérococcus durans 

Souche 79 Lactococcus lactis 

Souche 115 Entérococcus durans 

Souche 116 Entérococcus durans 

Souche 133 Lactococcus lactis subsp crémoris 
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Souche 145 Leuconostoc lactis 

Souche 148 Lactococcus lactis subsp lactis 

Souche 31 Leuconostoc mesonteroide subsp crémoris 

Souche 125 Weissella sp 

Souche 24 Lactococcus lactis subsp lactis 

Souche 85  Lactococcus lactis 

 
 

 Les bactéries pathogènes référenciées utilisés comme souches indicatrices dans le 

tableau 05. 

Tableau 05 : Les bactéries pathogènes (BMR) utilisées comme souches indicatrices 

 

Les souches Référence 

Staphylococcus aureus ATCC43300 

Escherichia coli ATCC25992 

Bacillus subtilis ATCC6633 

Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 

Salmonella typhi ATCC14028 

Enterococcus faecalis WDCH0009 

Streptococcus Sp421 Isolées à partir des crachats des patients au 
niveau de service de réanimation d’EPH 
MOHAMED BOUDIEF, Ouargla. Klebsiella Sp72 

 

I.1. Revivification des bactéries lactiques 

Les espèces des bactéries lactiques qui ont été conservé dans le glycérol sont 

ensemencées dans 5ml de milieu MRS liquide,  puis incubées à 30°C pendant 24 h. 

Après croissance, on les a ensemencées dans le milieu MRS solide, pour les utiliser 

ultérieurement. 

I.2. Revivification des bactéries pathogènes 

Et les bactéries pathogènes sont ensemencées dans le bouillon nutritif à 37°C 

pendant 18h/ ou 24 h. 

Après croissance, on les ensemencées dans le milieu dans leur milieu sélectifs ou GN 
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I.3.Détermination de la substance antimicrobienne produite par les bactéries 

lactiques  

La recherche d’éventuelle production de substances inhibitrices par les bactéries 

lactiques est réalisée selon la méthode de la double couche. Pour la recherche de l’activité 

inhibitrice en milieu liquide, surnageant, la méthode de diffusion en puits a été utilisée par 

TAGG et MAC GIVEN, (1971). Dans les deux cas les bactéries multirésistantes ont été 

utilisées comme des souches indicatrices. L’inhibition de la bactérie indicatrice est par la 

production des substances antimicrobiennes par les bactéries productrices. La 

confrontation entre les mêmes espèces lactiques permet de détecter la présence d'une 

interaction antagonisme par la présence d'une zone d'inhibition autour des colonies 

productrices, ce qui no.us oriente vers la présence d'une substance antimicrobienne. 
 

I.3.1. Méthode directe de double couche (méthode de FLEMING et al., 1975) 

En premier lieu, il est nécessaire de mettre en évidence l’activité antibactérienne des 

souches de bactéries lactiques étudiées. La méthode de spot accordée à FLEMING et al., 

(1975) et TAGG et al., (1971), est utilisée pour la détection des inhibitions 

(SCHILLINGER et LUCKE, 1989 . Ce test consiste à déposer un volume de spot de la 

culture fraiche de 18h de chaque souche lactique (18 souches) sur une gélose MRS. Les 

boites sont laissées à température ambiante pour permettre le séchage des spots, avant de 

les incuber à 37°C pendant 24h.  

En parallèle, une culture fraiche de bactérie pathogène à tester est préparée en la 

cultivant dans 9mL du bouillon nutritif et incubée à 37°C pendant 18h.  

Après l’incubation, 9mL de gélose Mueller Hinton (MH) en surfusion sont inoculés 

par la souche cible. Puis, le mélange est ensuite coulé sur la couche de MRS, en contact 

direct avec les spots. Les boites sont incubées à 37°C/ 24h. Ce test est répété 2 à 3 fois 

pour chaque souche cible.  

L’activité antibactérienne se révèle par l’apparition de zones claires autour des spots. 

L’inhibition est considérée positive si la zone dépasse 2 mm de diamètre (HERNANDEZ 

et al., 2004). Le diamètre des zones d’inhibition est mesuré en millimètre et le diamètre du 

spot n’est pas pris en compte dans l’expression des résultats. La figure 05A représente les 

étapes suivies pour la réalisation de la méthode de double couche (test des spots). 
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Figure 05 A : Méthode des spots (Fleming et al., 1975) 

Ou bien, Dans des boites de Pétri contenant le milieu MRS, on inonde la préculture 

des bactéries cibles et à l‘aide d‘un écouvillon on reparti par des stries très serrées la 

suspension versée. 

Laissée sécher devant le bec benzène ensuite on ensemence par touche les bactéries 

lactiques susceptibles d‘avoir un pouvoir de produire des bactériocines. On incube à 

30°C/24h, pour la détermination des zones d‘inhibition qui se manifeste par la présence de 

zones claire autour d‘un trouble formée par la croissance des souches cibles. 

 
Figure 05 B : Méthode des spots (Fleming et al., 1975) 
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I.3.2. Méthode de détection indirecte / Méthode des puits (BAREFOOT et 

KLAENHAMMER, 1983) 

Parmi les techniques montrées pour la détection des souches lactiques productrices 

de bactériocines ; la méthode des puits qui est basée sur le principe de la capacité de ces 

substances à se diffuser dans le milieu de culture solide ou semi solide. 

On inonde sur le milieu MRS, Miller-Hinton ou la gélose nutritive des souches 

pathogènes cibles (citées dans le tableau n°05). Pendant qu‘on le laisse séché ; on prépare 

le surnageant comme suivant : 

Préparation de surnageant : on centrifuge 15 ml de la suspension bactérienne 

préparé la veille afin d‘obtenir une culture jeune 4000 tours/ 30min ensuite on neutralise le 

surnageant par NaOH 4N de façon à obtenir un pH de 6,8 (l‘élimination de l‘effet de 

l‘acide lactique). 
 

On réalise quatre à cinq puits par boîte de Pétri (selon le nombre de test à réaliser) de 

8 mm de diamètre, ces puits sont remplis par 50à 60 μl de surnageant[Le premier 

surnageant est traité par la pepsine laissé incubé à 37°C/1h] (pour testé la nature 

protéique de la substance produite par les isolats on utilise l’enzyme protéolytique à 

raison de 0,1g dans 1ml d’eau distillée stérile. A l’aide de micropipette on prélève 

100ul de ce mélange et on le dépose sur 1ml de surnageant). [Les trois autres surnageant 

sont traités à différentes températures à 70°C, 90°C et à 110°C pendant 30min], le 

cinquième puits est remplis par le surnageant neutre. Après incubation 24 heures à 37°C, 

les diamètres des zones d‘inhibition apparaissant autour des puits sont mesurés. 

Une inhibition est considérée positive si le diamètre est supérieur à 2 mm 

(THOMPSON et al, 1996). La mesure du diamètre d‘inhibition (Zi) est effectuée selon la 

formule suivante: 

Zi en (mm) = diamètre de la zone d’inhibition obtenue (mm) – diamètre de puits (8 

mm) 

Ou bien on peut les utilisés le surnageant dans les puits comme les protocoles 

suivants : 

I.3.2.1. Précipitation des protéines  

I.3.2.1.A. Précipitation avec le sulfate d’ammonium  

Cette méthode consiste simplement à solubiliser une quantité de sulfate d'ammonium 

(SA) dans la solution dont on veut précipiter les protéines. Cette quantité est celle 
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nécessaire pour arriver a une concentration équivalente à un certain pourcentage de la 

quantité de SA suffisante pour saturer cette solution. C'est pourquoi il s'agit bien du % de 

saturation. Les protéines insolubles vont précipitées par centrifugation : donc le culot 

contient les protéines insolubles dans 50 % de SA et le surnageant contient les protéines 

solubles dans 50% de S.A. On reprend alors ce surnageant résultant pour en faire précipiter 

la protéine d'intérêt. (GAUTHIER, 2009) 

Le surnageant neutralisé obtenu est saturé à 50% par l’ajout progressif de sulfate 

d’ammonium en poudre (50 g de sulfate d’ammonium pour 100 ml de solution) avec 

agitation modérée à 4°C plus de 48h . Après,  une deuxième centrifugation de 4000 tours/ 

30min à 4°C est effectuée, puis on prend le surnageant afin de réaliser la méthode de 

détection indirecte / Méthode des puits (BAREFOOT et KLAENHAMMER, 1983) 
 

I.3.2.1.B. Précipitation par l'éthanol  

On peut facilement précipiter les protéines en présence d'éthanol 80% (EtOH), pour 

un volume de surnageant neutralisé 3 volume de l’éthanol en les gardant à -20°C pendant 

24heures. Une centrifugation de 4000 tours/ 30min permet alors de sédimenter les 

protéines précipitées, le culot résultant est dissout dans 4 ml du l’eau distillé stériles  

(M.MOOSAVI et al., 2009 ; S.MONTERSINO et al., 2008).  

Par la suite l’effet de ces protéines précipitées va être testé par la méthode de 

détection indirecte / Méthode des puits (BAREFOOT et KLAENHAMMER, 1983)  
 

Ou bien, Dans des boites de Pétri contenant le milieu MH ou GN,  qu’on  ensemence 

par écouvillonnage  par des bactéries pathogènes. 

Ensuite, On dépose des petits disques de papier absorbant sur la gélose, puis on 

ajoute 100 μl du surnageant brut de la culture lactique à tester ou la solution (culot de 

surnageant qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) ou surnageant  précipité par 

le sulfate d’ammonium.  

Les boites sont incubées pendant 24 h à 37°C. Les disques entourés d'une zone claire 

d'inhibition de la souche test et ayant un diamètre supérieur à 2 mm sont considérées 

comme positive. 
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Figure 06 : Méthode des puits (BAREFOOT et KLAENHAMMER, 1983) 

 

I.4. Cinétique de croissance en présence et en absence de surnageant  

On  réalise  un suivie de croissance des bactéries pathogènes avec le surnageant des 

bactéries lactiques  en culture mixte. On prépare une suspension de bactéries pathogènes  

dans un volume de 100ml de BN. 

 Après une incubation à 37°C pendant 24 h. on mesure la densité optique Do, qui a 

été ajusté à une absorbance environ 0.2 à une longueur d’onde 600nm, 

 On devise le volume dans 2 flacons 50ml / 50ml,  on ajoute dans l’un des deux un 

volume de 5ml de surnageant neutralisé de la bactérie lactique. La Do a été mesuré chaque 

1 h pendant 10h. 
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II. Résultats et discussion 

II.1. Revivification des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques donnent un trouble homogène sur milieu liquide et 

apparaissent en petites colonies blanchâtres ou crémeuses sur milieu solide. La figure 

suivante représente l’aspect des souches de bactéries lactiques sur gélose et bouillon MRS 

après une culture fraiche. 

 
Photo 01 : Aspect des bactéries lactiques sur milieu MRS liquide et solide 

 

II.2. Revivification des bactéries pathogènes 

Les bactéries pathogènes donnent un trouble sur milieu liquide BN et leur aspect 

macroscopique est présenté sur les figures suivantes (chacune sur son milieu approprié). 

 
Photo 02 : Aspect de quelques bactéries pathogènes sur le milieu liquide BN et chacune 
sur son milieu solide approprié (A : Aspect de S.aureus sur milieu Chapman., B : Aspect de 

Bacillus sub sur GN, C : Aspect de Streptococcus sp sur GN, D : Aspect de Pseudomonas sur GN., 
E : Aspect d’E.coli sur milieu Hektoen, F : Aspect de Klebsiella sp sur Macconkey) 
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II.3. Détermination de la substance antimicrobienne produite par les bactéries 

lactiques  

Après avoir ensemencé de 12 à 18 souches lactiques par touches sur le milieu MRS 

solide dans le but de cribler et de sélectionner celles qui possèdent une activité 

antimicrobienne. 

II.3.1. Méthode directe de double couche (méthode de FLEMING et al., 1975) 

Cette méthode nous a permet de cribler les bactéries lactiques ayants une activité 

antimicrobienne. 

La méthode des spots où la souche test et la souche cible sont en contact direct, a 

montré que la plupart des bactéries lactiques testées ont le pouvoir d’inhiber les bactéries 

multirésistantes. 

On a remarqué l’apparition d’un halot claire (zone claire) autour de la souche 

lactique 

Les résultats de l‘interaction entre les bactéries lactiques et celles des bactéries 

pathogènes sont exposé dans les figures suivantes : 

 

Photo 03 : Test de l’activité antimicrobienne des bactéries lactiques à l’égard d’E.coli, 

Méthode de spot (FLEMING et al., 1975) 



Partie expérimentale                                                                        Résultats et discussion 
 

 
40 

 

Photo 04: Test de l’activité antimicrobienne des bactéries lactiques à l’égard d’Ec.faecalis, 

Méthode de spot (FLEMING et al., 1975) 

 

 

Photo 05: Test de l’activité antimicrobienne des bactéries lactiques à l’égard de S.aureus, 

Méthode de spot (FLEMING et al., 1975) 

 

La présence de cet halot indique que les bactéries lactiques étudiées ont une activité 

antibactérienne à l’égard de ces bactéries pathogènes qui peut être due à différents facteurs 
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(Les acides organiques, le diacetyl, le peroxyde d’hydrogène et/ou les bactériocines) 

(SCHILLINGER et al., 1996).  

Les 12 souches lactiques avaient une action positive sur les germes pathogènes 

indicateurs (E.coli, S.aureus, et E.faecalis) avec des diamètres d‘inhibition différents.  Des 

résultats similaires ont été rapportés par BOUADJAIB (2013) et par MADI (2010) dans 

leur travail où les souches de bactéries lactiques isolées à partir de produits laitiers ont 

montré une activité à l’égard de ces bactéries pathogènes. 

Le Tableau 06 représente les diamètres des zones d‘inhibition des souches à activité 

antimicrobienne positive. 

Ce tableau montre que tous ces souches lactiques qu’on a testées ont pu inhiber ces 

bactéries pathogènes (E.coli, S.aureus, et E.feacalis). 

 

Tableau 06 : Diamètres des zones d’inhibition (mm) des bactéries lactiques à activité 

antimicrobienne 

 

 

II.3.2. Méthode de détection indirecte / Méthode des puits (BAREFOOT et 

KLAENHAMMER, 1983) 

L’objectif de ce test est de déterminer la nature de la ou des substances actives; On 

observe des zones d‘inhibition  autour des puits lorsqu‘on a utilisé le surnageant des 

Diamètres des zones d’inhibition (mm) des bactéries lactiques à activité 

antimicrobienne 

Souches 
inhibitrices 

Souches indicatrices 
E.coli E.faecalis S.aureus 

S7 20 mm 18  mm 19 mm 
S14 20 mm 11 mm 20 mm 
S15 20  mm 12 mm 22 mm 
S18 6  mm 20 mm 21 mm 
S42 13 mm 12 mm 18 mm 
S77 14 mm 17 mm 22 mm 
S79 12 mm 14 mm 20 mm 
S86 14 mm 13 mm 21 mm 
S87 17 mm 20 mm 19 mm 
S96 12 mm 14 mm 18 mm 

S116 17 mm 18 mm 22 mm 
S133 15 mm 16 mm 21 mm 
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souches sélectionnée S86, S14, S77, S79 qu’ont une activité contre les Staphylococcus 

aureus, E.coli, Bacillus sublitus, E.faecalis. 

 

 
Photo 06 : Activité antibactérienne de Leuconostoc cremoris vis-à-vis E.coli, Par méthode 

de diffusion (puits) 

 

 

 
Photo 07 : Activité antibactérienne de Lactococcus raffinolactis vis-à-vis E.faecalis, 

Par méthode de diffusion (puits) 
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Photo 08 : Activité antibactérienne de Lactococcus raffinolactis vis-à-vis Bacillus 

subtilitus, Par méthode de diffusion (puits) 

 

 

Ce test a été réalisé sur les quatre bactéries testées : S86, S14, S79 et S77 en fonction 

de leur inhibition remarquable dans les tests précédents (Photo 03, 04 et 5).  

Les bactéries lactiques peuvent produire des substances inhibitrices différentes des 

bactériocines. On utilise le surnageant pour confirmer qu’il y a une substance produite. 

Pour rechercher si la cause d’inhibition est due à une substance de nature protéique 

ou au moins dont la partie portante cette activité est protéique on a éliminé deux cause 

d’inhibition ; l’acidité du milieu et le H2O2 (en utilisant les bactéries catalase positive). 

Les bactéries lactiques produisent des acides organiques tels que l’acide lactique et 

acétique (KIHAL et al, 2006) qui se libèrent dans le milieu de culture ce qui conduit à 

l’acidification et qui peuvent être une cause principale d’inhibition des souches 

indésirables. La neutralisation de surnageant par le NaOH nous a permis de stabiliser le pH 

et donc d’exclure l’effet de l’acidité qui présente un pouvoir antimicrobien.  

Des résultats similaires ont été rapportés par LABIOUI et al. (2005) ; qui ont aussi 

trouvé avec le surnagent neutralisé des zones d’inhibition avec leur test. 

Après le traitement du surnageant avec des différentes températures (70°C, 90°C et 

110°C), on a remarqué qu’il y à une inhibition même après le chauffage d’une température 

de 100°C. Qui veux dire que la substance résiste à la température (LACHANCE ,2000 ; 
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LABIOUI et al, 2005). 

Les trois photos (06, 07 et 08) montrent qu’il y à une disparition de la zone 

d’inhibition après le traitement du surnageant avec la pepsine, ceci indique que l’agent 

inhibiteur est sensible aux enzymes protéolytiques. SAVADOGO et al. (2004), 

HERNANDEZ (2005), BENDALI (2009) et MAMI (2013) ont rapporté des résultats 

similaires à ceux obtenus dans ce travail où ils ont constatés une perte d’activité après 

traitement aux protéases. 

Ces substances ont été caractérisées par d‘autres chercheurs comme étant des 

molécules de nature protéique vue leur traitement par des enzymes protéolytiques 

(BROUGHTON 1990). 

Les résultats obtenus après le traitement thermique du surnageant contenant la 

substance et les tests des enzymes protéolytiques ainsi que l’élimination de l’acidité et le  

H2O2  nous on permet de sélectionner des souches productrices de substance 

antimicrobienne d’une nature protéique thermorésistante (HUGAS et al, 2003).  

On a constaté que ces composés protéique se localisent dans les fractions 

extracellulaires parce que les zones d‘inhibition ont été détectées lors de traitement de 

surnageant des bactéries lactiques et non pas le culot bactérien. 

Ces caractéristiques font penser qu‘on a affaire à des bactériocines (LABIOUI et al., 

2005) qui nous on permis de sélectionner des souches productrices de substance 

antimicrobienne. 

 

Diamètre d’inhibition Zi (mm) = diamètre de la zone d’inhibition obtenue (mm) 

– diamètre de puits (8 mm) 

 

Le tableau 07 représente le diamètre d’inhibition  de l‘activité antibactérienne des 

bactéries lactiques vis-à-vis E.coli , E.feacalis, Bacillus Sublitus 
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Tableau 07: Résultat de l‘activité antibactérienne des bactéries lactiques vis-à-vis 

E.coli , E.faecalis, Bacillus Sublitus 

 

Diamètre de la zone d’inhibition 

Surnageant  vis-à-vis E.coli vis-à-vis E.faecalis vis-à-vis Bacillus Sublitus 
Neutre 70°C 90°C 110°C Pepsine Neutre 70°C 90°C 110°C Pepsine Neutre 70°C 90°C 110°C Pepsine 

S14 
Lactococcus 
raffinolactis 
 

4mm 3mm 2mm 2mm 0mm 5mm 3mm 2mm 4mm 0mm 6mm 3mm 3mm 4mm 0mm 

S77 
Entérococcus 
durans 

5mm 3mm 3mm 2mm 0mm 4mm 3mm 2mm 2mm 0mm 4mm 2mm 2mm 1mm 0mm 

S79 
Lactococcus 
lactis 

7mm 4mm 3mm 2mm 0mm 3mm 3mm 2mm 1mm 0mm 4mm 3mm 2mm 2mm 0mm 

S86 
Leuconostoc 
crémoris 
 

6mm 5mm 3mm 4mm 0mm 6mm 5mm 3mm 2mm 0mm 5mm 6mm 4mm 2mm 0mm 

 

En fin, d‘après les résultats de la recherche de pouvoir antimicrobien des bactéries 

lactiques ; on suggère que cette bactériocine secrété par les genres testés, Leuconostoc , 

Lactococcu et Enterococcus appartient à la classe II qui renferme les bactériocines 

thermorésistantes (KLAENHAMMER, 1988). 

 

II.3.2.1. Précipitation des protéines 

Les protéines sont des molécules sensibles à leur environnement et peuvent être 

facilement dénaturées. C'est à dire que leur structure peut être modifiée jusqu'au point où 

elles perdent temporairement ou définitivement leurs propriétés biologiques. 

(GAUTHIER, 2009) 

Donc on a fait ce test  sur des disques de papier absorbant qui contient la solution 

(culot de surnageant  précipité par le méthanol avec l’eau distillé) et surnageant   précipité 
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par le sulfate d’ammonium ; pour confirmer que cette substance antimicrobienne est de 

nature protéique. 

II.3.2.1.A. Précipitation des protéines au sulfate d’ammonium 

Cette procédure est employée pour séparer une protéine d'intérêt d'autres protéines 

dans une solution contenant un mélange complexe de protéines. Le sulfate d'ammonium est 

un sel très soluble en solution aqueuse et permet d'atteindre des forces ioniques très 

élevées. Il est très hydrophile et compétition efficacement avec les protéines pour l'eau 

causant leur déshydratation. Les ions sulfates et ammonium sont relativement petits et 

peuvent facilement s'approcher des résidus chargés des protéines pour les neutraliser. Ce 

sel a aussi l'avantage de peu dénaturer les protéines et permet de maximiser l'obtention de 

protéines biologiquement actives. (GAUTHIER, 2009) 

Dans ce cas, on a cherché une protéine soluble dans le surnagent qu’est le 

bactériocine. On observe des zones d’inhibition plus large des souches lactique S14 et S86 

contre  presque tous les bactéries multi résistantes par l’utilisation de  surnageant  qu’est 

précipité par le sulfate d’ammonium. 

II.3.2.1.B. Précipitation des protéines par l'éthanol 

Ainsi on a des résultats positifs par cette méthode, On remarque des  zones 

d’inhibition aussi large des mêmes souches lactique S14 et S86 contre tous les BMR 

utilisées par l’utilisation de la solution (culot de surnageant qu’est précipité par le méthanol 

avec l’eau distillé). Qui indique que cette solution contient le bactériocine recherché  qu’est 

de nature protéique.  

D’après les résultats qu’on a obtenus (Photo 09, 10, 11, 12, 13 et 14), on a pour 

confirmer que cette substance antimicrobienne est officiellement de nature protéique 
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Photo 09 : Activité antibactérienne de bactéries lactiques vis-à-vis Bacillus subtilitus, Par 

la méthode de précipitation  
A14 : Solution (culot de surnageant de Lactococcus raffinolactis qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

A86 : Solution (culot de surnageant de Leuconostoc crémoris qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

A79 : Solution (culot de surnageant de Lactococcus lactis qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

S86 : Surnageant de  Leuconostoc crémoris qu’est précipité par le sulfate d’ammonium 

S14 : Surnageant Lactococcus raffinolactis de  qu’est précipité par le sulfate d’ammonium 

 
 Photo 10 : Activité antibactérienne de bactéries lactiques vis-à-vis E.coli, Par la méthode 

de précipitation 
A14 : Solution (culot de surnageant de Lactococcus raffinolactis qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

A86 : Solution (culot de surnageant de Leuconostoc crémoris qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

A79 : Solution (culot de surnageant de Lactococcus lactis qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

S86 : Surnageant de  Leuconostoc crémoris qu’est précipité par le sulfate d’ammonium 

S14 : Surnageant Lactococcus raffinolactis de  qu’est précipité par le sulfate d’ammonium 
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Photo 11 : Activité antibactérienne de bactéries lactiques vis-à-vis S.aureus, Par la 

méthode de précipitation 
A14 : Solution (culot de surnageant de Lactococcus raffinolactis qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

A86 : Solution (culot de surnageant de Leuconostoc crémoris qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

A79 : Solution (culot de surnageant de Lactococcus lactis qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

S86 : Surnageant de  Leuconostoc crémoris qu’est précipité par le sulfate d’ammonium 

S14 : Surnageant Lactococcus raffinolactis de  qu’est précipité par le sulfate d’ammonium 

 

 

Photo 12 : Activité antibactérienne de bactéries lactiques vis-à-vis Pseudomonas 

aeroginosa, Par la méthode de précipitation 
A14 : Solution (culot de surnageant de Lactococcus raffinolactis qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

A86 : Solution (culot de surnageant de Leuconostoc crémoris qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

A79 : Solution (culot de surnageant de Lactococcus lactis qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

S86 : Surnageant de  Leuconostoc crémoris qu’est précipité par le sulfate d’ammonium 

S14 : Surnageant Lactococcus raffinolactis de  qu’est précipité par le sulfate d’ammonium 
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Photo 13 : Activité antibactérienne de bactéries lactiques vis-à-vis Salmonella typhi, Par la 

méthode de précipitation 
A14 : Solution (culot de surnageant de Lactococcus raffinolactis qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

A86 : Solution (culot de surnageant de Leuconostoc crémoris qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

A79 : Solution (culot de surnageant de Lactococcus lactis qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

S86 : Surnageant de  Leuconostoc crémoris qu’est précipité par le sulfate d’ammonium 

S14 : Surnageant Lactococcus raffinolactis de  qu’est précipité par le sulfate d’ammonium 

 

Photo 14 : Activité antibactérienne de bactéries lactiques vis-à-vis Streptococcus sp421, 

Par la méthode de précipitation 
A14 : Solution (culot de surnageant de Lactococcus raffinolactis qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

A86 : Solution (culot de surnageant de Leuconostoc crémoris qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

A79 : Solution (culot de surnageant de Lactococcus lactis qu’est précipité par le méthanol avec l’eau distillé) 

S86 : Surnageant de  Leuconostoc crémoris qu’est précipité par le sulfate d’ammonium 

S14 : Surnageant Lactococcus raffinolactis de  qu’est précipité par le sulfate d’ammonium 
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II.4. Cinétique de croissance d’une culture mixte dans le bouillon nutritif (BN)  

L’estimation de la croissance bactérienne en fonction du temps est basée sur deux 

critères, la masse cellulaire et le nombre de bactéries qui augmentent dans des proportions 

variables au cours de la croissance. L’interprétation des courbes de croissance obtenue par 

spectrophotométrie n’est cependant pas immédiate pour deux raisons : la densité optique 

permet de mesurer la biomasse de la culture et non directement sa concentration en cellules 

viables et cette densité n’est mesurable que lorsque la concentration de la culture atteint un 

certain seuil qui varie de 105 -107 cellules par ml en fonction du microorganisme étudié.  

La masse cellulaire est mesurée selon la densité optique du milieu, ceci permet de décrire 

la courbe de croissance de la bactérie. (KHODJA, 2017) 

La détermination de l’activité de la bactériocine produite par S14 et S86 vis-à-vis des 

souches cibles de l’activité antagoniste s’effectue par l’évaluation de production de la 

biomasse bactérienne.  

L’étude de la cinétique bactérienne est effectuée sur le milieu BN par la mesure de la 

densité optique chaque 1h d’incubation à 37°C en absence et en présence de surnagent des 

bactéries lactiques S14 et S86 et exprimée en absorbance en fonction de temps. 

Les figures (17, 18 et 19) présentent la cinétique de croissance de : Salmonella typhi, 

Bacillus subtilis et Enterococcus faecalis en absence et en présence de surnageant des 

bactéries lactiques S14 et S86 en fonction de temps. 

On remarque une augmentation continue de croissance avec le temps en absence et 

en présence de surnageant des bactéries lactiques S14 et S86 pour toutes les souches cible 

dans les premières heures.  

Après 6h d’incubation, On a remarqué une diminution de la croissance de toutes les 

souches cibles en présence de surnageant des bactéries lactiques S14 et S86. 

Par contre, On a remarqué une croissance continue de la biomasse bactérienne en 

absence de surnagent grâce à la présence des nutriments essentiels dans le milieu. On peut 

dire que la diminution de la croissance des bactéries en présence de surnageant des 

bactéries lactiques S14 et S86 est due à une inhibition par l’effet des surnageant, cette 

inhibition est combinée par la présence de substance antimicrobienne (bacteriocin-like) 

dans le surnageant.  
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Les résultats obtenus sont aussi similaires à ceux rapportés par (KHODJA, 2017) qui 

ont aussi trouvé que la biomasse bactérienne d’E. coli est nettement diminué après l’ajout 

des bactériocines. 

 

 

Figure 07: Cinétique de croissance de  Salmonella typhi en fonction du temps, en présence 

et en absence de surnagent (SS : sans l’ajout de surnageant, 86 : en présence de surnageant de la souche 

lactique S86, 14 : en présence de surnageant de la souche lactique S14). 

 

 

Figure 08 : Cinétique de croissance de  Bacillus subtilis en fonction du temps, en présence 

et en absence de surnagent (SS : sans l’ajout de surnageant, 86 : en présence de surnageant de la souche 

lactique S86, 14 : en présence de surnageant de la souche lactique S14). 
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Figure 09 : Cinétique de croissance de  Enterococcus faecalis en fonction du temps, en 

présence et en absence de surnagent (SS : sans l’ajout de surnageant, 86 : en présence de surnageant 

de la souche lactique S86, 14 : en présence de surnageant de la souche lactique S14). 

 

 

Figure 10 : Cinétique de croissance de Pseudomonas aeruginosa en fonction du temps, en 

présence et en absence de surnagent (SS : sans l’ajout de surnageant, 86 : en présence de surnageant 

de la souche lactique S86, 14 : en présence de surnageant de la souche lactique S14). 
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Figure 11 : Cinétique de croissance de Staphylococcus aureus en fonction du temps, en 

présence et en absence de surnagent (SS : sans l’ajout de surnageant, 86 : en présence de surnageant 

de la souche lactique S86, 14 : en présence de surnageant de la souche lactique S14). 

 

 

Figure 12 : Cinétique de croissance de Streptococcus sp en fonction du temps, en présence 

et en absence de surnagent (SS : sans l’ajout de surnageant, 86 : en présence de surnageant de la souche 

lactique S86, 14 : en présence de surnageant de la souche lactique S14). 
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Figure 13 : Cinétique de croissance de Klebsiella sp en fonction du temps, en présence et en 

absence de surnagent (SS : sans l’ajout de surnageant, 86 : en présence de surnageant de la souche 

lactique S86, 14 : en présence de surnageant de la souche lactique S14). 
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Les bactéries lactiques occupent une place importante dans les industries 

agroalimentaires. Ce sont des Gram positives non pathogènes. Leur importance en 

industrie alimentaire est considérable puisqu’elles interviennent dans une large gamme de 

produits comme flore technologique dont le principal but d‘améliorer la qualité 

technologique, la qualité organoleptique et l‘inhibition de la flore d'altération et les germes 

pathogènes par la production de substances inhibitrices. 

De nos jours, l’intérêt de l’emploi de bactéries lactiques productrices de substances 

inhibitrices a suscité beaucoup de recherches grâce à la résistance des bactéries pathogènes 

(Staphylococcss aureus, E.coli, Bacillus…..) à l’antibiothérapie a orienté l’industrie 

pharmaceutique vers la découverte de nouvelles molécules antimicrobiennes comme les 

bactériocines pour des applications médicales. 

Le but de cette recherche consiste à étudier l’activité antibactérienne de certaines 

souches de bactéries lactiques à l’égard de quelques bactéries pathogènes qu’est basé sur la 

sélection des bactéries lactiques productrice des substances antimicrobiennes et la 

détermination de la nature des ces substances inhibitrices par la méthode des interactions 

de ces souches productrices et les germes pathogènes. 

Les souches des bactéries lactiques utilisées dans cette étude ont été isolées à partir 

de fromage traditionnel (J‘ben) préparé à base de lait de vache et de chèvre qu’elles ont été 

déjà identifiées. 

Nous avons essayé de montrer que  tous les bactéries lactiques utilisées (18 souches) 

dans ce travail produisent une activité antimicrobienne contre les bactéries pathogènes sur 

le milieu solide (MH et GN).  

Nous avons criblé 04 souches lactiques pures (Entérococcus durans,  Leuconostoc 

crémoris,  Lactococcus lactis,  Lactococcus raffinolactis) qui sont capables de produire des 

substances antimicrobiennes permettant d‘éliminer la croissance des germes cibles 

pathogènes (Staphylococcus aureus,  Escherichia coli,  Bacillus subtilis,  Pseudomonas 

aeruginosa,  Salmonella typhi,  Enterococcus faecalis,  Streptococcus sp, Klebsiella sp)  

Par la suite, nous avons déterminé la nature biochimique de ces substances 

inhibitrices par traitement de surnageant neutralisé à différentes températures (70°C, 90°C 

et 110°C) pendant 30min et par des enzymes protéolytiques (pepsine) en adoptant la 
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méthode de diffusion sur milieu solide (méthode de puits). On a constaté que ces composés 

étaient de nature protéique et se localisent dans les fractions extracellulaires parce que les 

zones d‘inhibition ont été détectées lors de traitement de surnageant des bactéries lactiques 

et non pas le culot bactérien. 

La mesure de diamètres des zones d‘inhibition sur la culture de la souche cible a 

révélée une variation des résultats pour chaque traitement ce qui nous a laissé suggérer que 

ces bactériocines appartiennent à la classe II –bactériocine like-. 

La cinétique de croissance des bactéries pathogènes multi résistantes en présence et 

en absence de la bactériocine produite par (S14 et S86) a montré que la biomasse 

bactérienne a diminué progressivement après l’ajout de surnageant.  

L‘importance de ce travail est d‘utiliser les substances inhibitrices spécialement les 

bactériocines des bactéries lactiques comme un agent thérapeutique, de nombreuses 

possibilités d’utilisation ont été envisagées par les chercheurs, pour répondre aux besoins 

du domaine médical sur ces germes lactiques par leur capacité à secréter des substances 

antimicrobiennes pour montrer l‘efficacité de ces composés vis-à-vis les bactéries 

pathogènes multirésistantes. 

Quelques perspectives qui peuvent être proposées pour compléter ce travail : 

 La purification et la caractérisation structurale des bactériocines 

 L‘identification de poids moléculaire, composition en acides aminés 

 L‘analyse de leurs structures chimiques 

 L‘étude de leurs spectre d‘inhibition 

 Elargir l’étude de leurs action sur d’autres bactéries à Gram négatif et positif et 

autres types de microorganismes que les bactéries. 

 L’utilisation dans le domaine médical et biotechnologique.  
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Annexes 
 



 Annexe 

Annexe I : Composition des milieux de cultures (Formule en g/l d’eau distillée) 

 Milieu MRS (de Man Rogosa et Sharpe, 1960) 

 Extrait de levure…………………………………. 5g 

 Extrait de viande…………………………………. 5g 

 Peptone…………………………………………. 10 g 

 Acétate de sodium………………………………… 5g 

 Citrate de sodium ………………………………….2g 

 Glucose ………………...…………………………20g 

 KH2PO4 …………………………………..……….2g 

 MgSO4 …………………………………………...0.1g 

 MnSO4 ………………………………………… 0.05 g 

 Agar ……………………………………………….12g 

 Tween80 ………………………………………….1 ml 

 Eau distillée …………………………………..1000 ml 

 pH=6.5 ± 0.2 à 37°C         Autoclavage : 121°C /15min. 

 MRS semi solide…….…………………………agar 7g 

 

 Milieu Mueller-Hinton (Mueller et Hinton, 1941) 

 Infusion de viande de boeuf ……………………3000 cm3 

 Peptone de caséine ………………………..………17,5 g 

 Amidon de mais ………………………………..…..1,5 g 

 Agar-agar ………………………………………..….17 g 

 pH 7.4                   Autoclavage 120°C/ 20 minutes 

 

 Gélose nutritive 

 Extrait de viande ……………………………………1 g 

 Extrait de levure …………………………………….2 g 

 Peptone ……………………………………………..5 g 

 Chlorure de sodium …………………………………5 g 

 Agar-agar …………………………………………..15 g 

 Eau distillée ……………………………………1000 ml 

 pH 7,4               Autoclavage 120 °C pendant 20 minutes 

Annexe 



 Annexe 

 Bouillon nutritif 

 Extrait de viande …………………………..1 g 

 Extrait de levure …………………………..2 g 

 Peptone ……………………………………5 g 

 Chlorure de sodium ……………………….5 g 

 Eau distillée …………………………..1000 ml 

 pH 7,4  Autoclavage 120 °C pendant 20 minutes 

 

 Milieu de Chapman  (JOFFIN et GUY, 2006).  

 Peptones………………...……………………10g  

 Extrait de viande de b………………………..1,0g  

 Chlorure de sodium…..………….…………75, 0g  

 Mannitol……………………….…...……….10, 0g  

 Rouge de phénol…………………..……….0, 025g  

 Agar…………………………………………15,0g  

 pH=7,4 

 Milieu Hektoen (JOFFIN et GUY, 2006).  

 Protéose-peptone……………………………..12,0g  

 Extrait de levure……………....………………..3,0g  

 Lactose…………………………….………….12,0g  

 Saccharose…………………………….………12,0g  

 Salicine…………………….……………………2,0g  

 Citrate de fer III et d’ammonium……..…………1,5g  

 Sels biliaires…………………..…….….………...9,0g  

 Fuschine acide…………………..……..……...…0,1g  

 Bleu de bromothymole…………...…..……..…0,065g  

 Chlorure de sodium……………………...……….5,0g  

 Thiosulfate de sodium……………………..…….5, 0g  

 Agare……………………………………..……..13,0g  

 PH=7,5 

 



 Annexe 

 Gélose de MacCONKEY  

 Peptone pancréatique de gélatine ...................................................17,0 g 

 Tryptone...........................................................................................1,5 g 

 Peptone pepsique de viande ............................................................1,5 g 

 Lactose ...........................................................................................10,0 g 

 Sels biliaires......................................................................................1,5 g 

 Chlorure de sodium...........................................................................5,0 g  

 Rouge neutre .................................................................................30,0 mg  

 Cristal violet ....................................................................................1,0 mg  

 Agar agar bactériologique.................................................................13,5 g  

 pH du milieu prêt-à-l’emploi à 25°C : 7,1 ± 0,2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Annexe 

Annexe II : Tableau de la cinétique de croissance des BMR en fonction du temps, en 

présence et en absence de surnagent (SS : sans l’ajout de surnageant, 86 : en présence de 

surnageant de la souche lactique S86, 14 : en présence de surnageant de la souche lactique S14). 
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Résumé  
Au cours des dernières années, un intérêt croissant pour l’utilisation des bactéries lactiques a été observé pour leurs 

propriétés probiotiques et antimicrobiennes. Le but de ce travail est la sélection des bactéries lactiques productrice des 
substances antimicrobiennes. 

L’étude des interactions de 18 souches lactiques isolées à partir d’un fromage traditionnel (J‘ben) préparé à base de 
lait de vache et de chèvre ; a révélé une activité antimicrobienne inhibitrices vis-à-vis des bactéries multi résistantes 
(S.aureus et E. coli, Bacillus Sublitus, Pseudomonas aeroginosa ……). L’effet antagonique a été évalué par des techniques 
de diffusion sur gélose (méthode de double gélose, méthodes des puits) par la production des bactériocine remarqué par 
l'apparition des zones d'inhibition. 

Une caractérisation physico-chimique indique que les substances antimicrobiennes étudiées présentent une forte 
thermorésistance (traitement a 70°C 90°C 110°C pendant 20 min). Ces substances inhibitrices sont entièrement détruites 
sous l'action des enzymes protéolytique. Ces propriétés suggèrent que cette bactériocine appartient à la classe II 
(bactériocine-lik). La cinétique de croissance des bactéries multi résistantes en présence et en absence de la bactériocine 
produite par (S14 et S86) a montré que la biomasse bactérienne a diminué progressivement après l’ajout des bactériocines.  

Les résultats de cette étude des interactions inhibitrices nous a permet d’indiquer que ces souches lactique sont 
satisfaisants pour une utilisation médicale à l’égard de bactéries pathogènes car elles possèdent une bon pouvoir 
antimicrobien.  

Mots-clés : bactéries lactiques, substances inhibitrices, bactériocine, bactéries multirésistantes, activité antimicrobienne. 

Abstract 
In recent years, a growing interest in the use of lactic acid bacteria has been observed for their probiotic and 

antimicrobial properties. The purpose of this work is the selection of lactic acid bacteria producing antimicrobial substances. 

The study of the interactions of 18 lactic strains isolated from a traditional cheese (J'ben) made from cow's milk and 
goat's milk; revealed inhibitory antimicrobial activity against multi-resistant bacteria (S.aureus and E. coli, Bacillus Sublitus, 
Pseudomonas aeroginosa ......). The antagonistic effect was evaluated by agar diffusion techniques (double agar method, well 
methods) by the production of bacteriocin observed by the appearance of the zones of inhibition. 

A physico-chemical characterization indicates that the antimicrobial substances studied have a high heat resistance 
(treatment at 70 ° C. for 90 minutes at 110 ° C. for 20 minutes). These inhibitory substances are completely destroyed by the 
action of proteolytic enzymes. These properties suggest that this bacteriocin belongs to class II (bacteriocin-lik). The growth 
kinetics of multi-resistant bacteria in the presence and absence of the bacteriocin produced by (S14 and S86) showed that the 
bacterial biomass decreased gradually after the addition of bacteriocins. 

The results of this study of the inhibitory interactions allowed us to indicate that these lactic strains are satisfactory for 
a medical use with regard to pathogenic bacteria because they possess a good antimicrobial power. 

Key words: lactic acid bacteria, inhibitory substances, bacteriocin, multidrug-resistant bacteria, antimicrobial activity. 
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