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INTRODUCTION 

                Les probiotiques sont définis comme étant des microorganismes vivants qui une 

fois ingérés en quantités adéquates exercent des effets bénéfiques pour la santé de l’hôte 

(FAO/WHO, 2001). Ces effets positifs sont le soulagement des maladies d’origine digestive 

(comme l’intolérance au lactose), l’amélioration du transit intestinal, et la prévention de 

certaines maladies comme l’augmentation du taux de cholestérol dans le sang,  les diarrhées, 

les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI), le cancer du côlon,  ainsi que 

d’autres infections d’origine microbienne (infections à Clostridium difficile et à 

Campylobacter), ils peuvent également modifier le microbiote intestinal par activité 

antimicrobienne, entrer en compétition pour les nutriments et pour les sites d’adhésion 

(Rastall et al., 2005), et stimuler et/ou moduler le système immunitaire (Alegre, 2009). 

                En plus des nombreux effets exercés par les probiotiques, il y a des propriétés 

fonctionnelles, dont en cite l’activité antimicrobienne (Reis et al., 2012), et la survie aux 

conditions du tube digestif à savoir l’acidité de l’estomac (Yateem et al., 2008), les sels 

biliaires produits dans le duodénum (Ding et Shah, 2007), et les enzymes digestives (Daniel 

et al., 2006). 

         Les bactéries lactiques sont des microorganismes présentant des caractéristiques 

morphologiques, physiologiques, et métaboliques variées (Drider et Prévost, 2009). On les 

trouve essentiellement dans les produits laitiers, mais aussi dans d’autres niches écologiques 

en étant seules ou en association avec d’autres microorganismes bénéfiques comme les 

levures (Novel, 1993). Elles sont utilisées de différentes manières, on cite les ferments ou 

les starters de fermentation (Mugula et al., 2003), les agents de bioconservation (Vermeiren 

et al., 2004), et les probiotiques (Fuller, 1989). 

Dans le présent travail, l’objectif est d’étudier les propriétés probiotiques  de souches 

de bactéries lactiques isolées à partir d’un fromage « Alatig » fabriqué artisanalement. 
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Le travail réalisé sera axé sur les parties suivantes : 

-une synthèse de la bibliographie dans laquelle les notions de base à connaitre sur le sujet 

sont exposées. 

-une partie matériel et méthodes dans laquelle sont énumérés et expliqués les protocoles 

expérimentaux suivis et le matériel utilisé. 

-une partie résultats et discussion dans laquelle les résultats obtenus seront présentés. 



 

Synthèse 

Bibliographique 
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Synthèse Bibliographique 

I. Les bactéries lactiques  

I.1.Définition et caractéristiques  

       Les bactéries lactiques sont des microorganismes hétérotrophes à Gram positif, catalase 

négative, oxydase négative, nitrate réductase négative, anaérobies facultatifs, 

acidotolérantes, et mésophiles. Elles sont de formes variables : cocci, ou bacilles, immobiles 

et asporulées, elles peuvent fermenter les glucides en produisant de l’acide lactique à plus 

de 50% (Kӧnig et al., 2009). Elles sont auxotrophes à  certains   facteurs   de croissance : 

acides aminés (Letort et Julliard, 2001), vitamines (Shankman et al., 1946), et bases 

azotées (Ives et Ikeda, 1997). 

        Les bactéries lactiques ont un métabolisme strictement fermentaire, elles sont classées 

en bactéries homofermentaires qui produisent uniquement l’acide lactique, et bactéries 

hétérofermentaires qui produisent de l’acide lactique, de l’acide acétique, du CO2 et/ou de 

l’éthanol (Pilet et al., 2005). 

      Ce sont des microorganismes ubiquistes qu’on  trouve dans différentes niches 

écologiques, comme les produits laitiers, les végétaux, les muqueuses humaines et animales, 

le vin, la bière, et le pain en association avec les levures. (Novel, 1993). 

I.2.Taxonomie et classification 

         Du point de vue phylogénétique, les bactéries lactiques appartiennent à la branche des 

Clostridia (Stiles et Holzapfel, 1997). Elles sont classées dans le phylum des Firmicutes, la 

classe des Bacilli, l’ordre des Lactobacillales. Ce groupe englobe plusieurs familles : 

Streptococcaceae, Lactobacillaceae, Enterococcaceae, Aerococcaceae, 

Carnobacteriaceae, et Leuconostocaceae. 
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 La nouvelle classification et les principaux genres de bactéries lactiques sont illustrés dans 

la figure 1 : 

               

         

 

          Le genre Bifidobacterium, malgré sa distance phylogénétique vis-à-vis des autres 

genres  (GC%>50%) a été inclus parmi les bactéries lactiques car il se présentait dans les 

mêmes niches écologiques et avait un métabolisme semblable à celui des bactéries lactiques 

(Stiles et Holzapfel, 1997). 

 

 

 

Figure 1 : Groupes phylogénétiques majeurs et principaux genres des bactéries 

lactiques (Stiles et Holzapfel, 1997) 
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I.3.Applications des bactéries lactiques  

           Les bactéries lactiques sont des microorganismes utilisés de diverses façons, dont on 

cite les principales : 

- Les ferments ou starters de fermentation: Les bactéries lactiques peuvent être 

utilisées seules ou associées à des levures dans la fermentation d’aliments divers 

comme le lait, les produits laitiers, et certaines plantes. (Mugula et al., 2003).  

- Les bioconservateurs: les bactéries lactiques sont capables de produire des 

métabolites et composés doués d’activité antimicrobienne, elles peuvent agir sur les 

microorganismes pathogènes et/ou d’altération et contribuer à prolonger la durée de 

vie des aliments. (Gálvez et al., 2007).  

- Les probiotiques: une autre utilisation des bactéries lactiques, qui grâce à leurs 

propriétés fonctionnelles (telles que la production de composés antimicrobiens et la 

capacité d’adhésion) peuvent avoir des rôles bénéfiques sur la santé humaine et 

animale. (Fuller, 1989) 

II. Les probiotiques  

II.1.Historique et définitions  

             La notion de « probiotique » a été développée grâce aux travaux de Metchnikoff en 

1907, il avait émis l’hypothèse que la bonne santé et la longévité des paysans bulgares étaient 

dues à leur consommation de laits fermentés. Il a alors proposé l’ingestion des bactéries 

lactiques pour réduire les désordres intestinaux et améliorer l’hygiène digestive, donc 

augmenter l’espérance de vie (Anukam et Reid, 2007). 

             Le terme « probiotiques » a été introduit en 1965 par Lilly et Stillwell, la définition 

qu’ils ont formulé a été : «facteurs promoteurs de croissance produits par des 

microorganismes ». En 1974, Parker élargit cette définition à « des organismes et substances 

contribuant à l’équilibre de la flore intestinale »  Ce fut ensuite Fuller qui a redéfini les 

probiotiques comme étant « des préparations microbiennes vivantes, utilisées comme 

additifs alimentaires et ayant une action bénéfique sur l’animal hôte en améliorant la 

digestion et l’hygiène intestinale ». Aujourd’hui, selon la définition adoptée par la FAO et 

l’OMS, les probiotiques sont « des microorganismes vivants qui, une fois administrés en 

quantité adéquate, produisent un bénéfice pour la santé de l’hôte » (Anukam et Reid, 2007) 
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Synthèse Bibliographique 

II.2.Effets bénéfiques des probiotiques   

           Les microorganismes probiotiques jouent plusieurs rôles bénéfiques quand ils 

atteignent l’intestin, ces effets sont résumés comme suit : 

 Activité enzymatique  

             En produisant de nombreuses enzymes, les probiotiques permettent d’améliorer 

significativement la digestion et l’absorption intestinales, notamment chez des sujets 

présentant un déficit enzymatique. Les deux effets les plus évidents sont l’amélioration de 

la digestion du lactose  (De Vrese et al., 2001), et l’amélioration de la digestion du 

saccharose (Harms et al., 1987).  

 Amélioration de la motricité et du transit intestinal  

 Les probiotiques contribuent à accélérer la vitesse de digestion dans le côlon et aider 

à prévenir contre la constipation (Marteau et al.., 2002). 

 Modification du microbiote intestinal  

                Les probiotiques peuvent inhiber le développement des pathogènes, différents 

mécanismes sont impliqués : 

a- La compétition pour les nutriments  

      L’inhibition de la croissance des pathogènes peut aussi s’effectuer par un 

processus de restriction des nutriments. Les probiotiques entrent en compétition avec 

les pathogènes en utilisant les mêmes substrats présents dans la lumière intestinale. 

La baisse de quantité des substrats disponibles rend donc l’environnement peu 

favorable à la croissance des pathogènes (Wealleans et Litten-Brown, 2010). 

b-  La compétition pour l’adhésion  

      La compétition pour les sites d’adhésion à la muqueuse intestinale est réalisée 

par les bactéries dotées de la capacité de formation de biofilms positifs comme les 

espèces des genres Lactobacillus et Bifidobacterium et certaines espèces 

d’Enterococcus. Ces espèces contribuent à bloquer l’accès des pathogènes aux sites 

d’adhésion et exercent un effet barrière (Rastall et al., 2005). 
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 Prévention de certaines maladies  

         Les probiotiques peuvent aider à traiter ou prévenir contre plusieurs maladies 

d’origine digestive, on cite comme exemples :  

- L’augmentation du taux de cholestérol dans le sang (Gilliland, 1990) 

- La diarrhée : aiguë infectieuse (Klotz, 2001), diarrhée du voyageur (Carré et al., 

2005), ou diarrhées due à des antibiotiques.  

- Le syndrome de l’intestin irritable. (Ducrotté, 2011) 

- Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI). (Guslandi et al., 

2000 ; Bousvaros et al., 2005) 

- Le cancer du côlon. (Commane et al., 2005) 

- Infections bactériennes à Clostridium difficile. (Surawicz, 2003) 

- Infections vaginales et infections urinaires (Chez les femmes) (Reid et Bruce, 

2005 ; Bergogne-Berezin, 2007). 

II.3. Quelques microorganismes utilisés comme probiotiques  

                  Les microorganismes les plus souvent utilisés comme probiotiques sont des 

bactéries lactiques (genres Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus, et 

Bifidobacterium), des bactéries non lactiques (Escherichia coli Nissle 1917, Bacillus), et des 

levures (Saccharomyces). Le Tableau I énumère des exemples de souches probiotiques : 

Tableau I : Exemples d’espèces et de souches microbiennes utilisées comme 

probiotiques 

Genre  Souches probiotiques 

 

Lactobacillus 

Lactobacillus casei Shirota (Koebnick et al., 2003). 

Lactobacillus plantarum 299 (Pathmakantham et al., 2004). 

Lactobacillus plantarum 299v (Schultz et al., 2002). 

Lactobacillus rhamnosus GG (Salminen et al., 2004). 

Lactobacillus johnsonni NCC533 (Pridmore et al., 2003). 

Streptococcus Streptococcus thermophilus 1131 (Sasaki et al., 2014). 

Enterococcus Enterococcus faecium SF 68 (Benyacoub et al., 2003). 

Enterococcus faecalis UGRA10 (Cebrián et al., 2012). 

 

Bifidobacterium 

Bifidobacterium animalis DN173010 (Marteau et al., 2002). 

Bifidobacterium lactis Bb12 (Mohan et al., 2006). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Surawicz%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18545161
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Bifidobacterium breve UCC2003 (Sheehan et al., 2007). 

Bifidobacterium lactis HNO19 (Chiang et al., 2000). 

Bifidobacterium infantis 35264 (Brenner et Chey, 2009). 

Pediococcus Pediococcus acidilactici (Bhunia et al., 1988). 

Bactéries non 

lactiques 

Escherichia coli Nissle 1917 (Schlee et al., 2007). 

Bacillus subtilis UTM126 (Balcázar et Luna, 2007). 

Levures Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces boulardii (Edwards-Ingram et al., 2007). 

 

II.4.Critères de Sélection des souches probiotiques  

Les effets bénéfiques des probiotiques sont réalisés dans l’intestin, et pour arriver à 

accomplir ces effets, les potentiels microorganismes probiotiques doivent satisfaire aux 

critères suivants : 

II.4.1. Critères de sécurité 

 Des principes généraux et des critères pratiques ont été mis en place in vitro pour 

sélectionner les souches probiotiques les plus sécuritaires, ces critères sont les suivants : 

a- identification des souches  

  Les souches probiotiques doivent être identifiées par des méthodes moléculaires 

fiables de détermination du phénotype et du génotype (Vasiljevic et Shah, 2008). Et une 

fois identifiées, les souches probiotiques doivent être déposées dans une collection de 

cultures reconnue à l’échelle internationale (WGO, 2008). 

b- innocuité  

          Un microorganisme probiotique doit présenter une innocuité totale pour le 

consommateur, et ne présenter aucune propriété indésirable possible : résistance aux 

antibiotiques, cytotoxicité, activité hémolytique,…etc (Piquepaille, 2013). 

          La majorité des microorganismes reconnus comme étant probiotiques sont utilisés en 

agroalimentaire et sont consommées depuis longtemps. Cette consommation témoigne de 

leur caractère inoffensif et leur attribue un statut GRAS (Generally Recognized As Safe) 

(Normand et al., 2006). 
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          Avant de pouvoir utiliser une souche probiotique, il est important de vérifier le fait 

qu’elle ne présente pas de résistance aux antibiotiques portée sur un plasmide, et qu’elle soit 

donc incapable d’induire une résistance aux antibiotiques chez un autre microorganisme 

(Denohue, 2004 ; Ammor et Mayo, 2007). 

c-origine  

         Les souches probiotiques d’origine humaine sont plus compatibles avec le tractus 

intestinal humain, elles peuvent cependant être d’une origine autre qu’humaine (animale, 

alimentaire, ou végétale), tant qu’elles ne sont pas reconnues comme étant dangereuses 

(Piquepaille, 2013). 

  

II.4.2.Critères Fonctionnels  

 Pour être en conformité avec la définition de la FAO/OMS (2001), les souches 

probiotiques doivent survivre, persister temporairement dans le tractus digestif et montrer 

une activité qui doit se traduire par des effets positifs sur la santé de l’hôte, les critères 

fonctionnels à vérifier sont les suivants : 

a-Survie au cours du transit digestif  

         Les probiotiques sont généralement administrés par voie orale (par ingestion avec des 

aliments), et doivent arriver vivants à l’intestin, pour cela, ils doivent survivre durant leur 

transit dans le tube digestif (Piquepaille, 2013).  

         La survie des probiotiques commence par l’acidité de l’estomac et l’effet de la pepsine 

sécrétée dans la muqueuse stomacale, leur capacité à tolérer le faible pH du suc gastrique 

leur permet de résister plus ou moins longtemps aux conditions de l’estomac (Piquepaille, 

2013). 

        Après l’estomac, les probiotiques devront résister à l’action détergente des sels biliaires 

produits dans le duodénum, sauf s’ils possèdent une BSH (Bile Salt Hydrolase) qui leur 

permettra alors de déconjuguer les sels biliaires (Piquepaille, 2013). 

         Les souches probiotiques devront ensuite résister aux autres enzymes digestives 

libérées dans l’intestin (Piquepaille, 2013). 
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b-capacité d’adhésion aux cellules intestinales et/ou au mucus  

        Beaucoup d’effets bénéfiques des probiotiques semblent être liés directement à leur 

capacité d’adhésion, cette capacité permet aux probiotiques de : 

-résister aux mouvements péristaltiques de l’intestin : si les probiotiques peuvent adhérer à 

la muqueuse intestinale, ils tiendront plus longtemps (Alegre-Izquierdo, 2009). 

-moduler le système immunitaire : les probiotiques adhérents sont en contact direct avec les 

cellules immunitaires de l’épithélium intestinal, ils pourront donc moduler ou stimuler le 

système immunitaire (Alegre-Izquierdo, 2009). 

c-activité antimicrobienne  

        Les microorganismes probiotiques doivent essentiellement maintenir de bonnes 

conditions sanitaires dans le tube digestif, ils doivent donc pouvoir inhiber le développement 

des germes indésirables (FAO/WHO, 2001), et pour cela, plusieurs mécanismes d’action 

sont envisageables : 

-par empêchement de l’adhésion des germes pathogènes aux cellules de la paroi intestinale. 

-par compétition pour les nutriments, ce qui provoque une diminution de la quantité de 

substrats disponibles pour les germes indésirables. 

-par production de substances bactéricides ou bactériostatiques, notamment : 

 le peroxyde d’hydrogène (H2O2)  

          Il est produit par les genres de bactéries lactiques, surtout par les espèces du genre 

Lactobacillus (Dellaglio et al., 1994). 

          Le peroxyde d’hydrogène agit sur les microorganismes qu’il cible en perméabilisant 

leur membrane, il peut aussi agir comme un précurseur pour la formation de radicaux libres 

comme l’ion superoxyde (O-) qui peuvent endommager l’ADN (Ammor et al., 2006)  

 Les acides organiques 

En général, la production d'acides organiques permet d’acidifier le milieu, 

ce qui peut limiter la croissance de certaines bactéries indésirables ou bien les tuer 

si ces bactéries sont exposées à l’acidité pendant une longue durée (Champagne et 

al., 1992). 
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Ainsi, les acides organiques ont différentes actions telles qu'un excellent 

pouvoir bactéricide ou un effet bactériostatique contre les micro-organismes 

pathogènes se trouvant dans le tube digestif (Jedidi, 2007).  

 

 Les bactériocines  

Les bactériocines ont été définies par Tagg et al. (1976) comme étant « des 

substances de nature protéique produites par des bactéries et agissant sur d’autres 

bactéries taxonomiquement proches », elles ont ensuite été définies par Klaenhammer 

(1988) comme étant « des substances de nature totalement ou partiellement protéique, à 

activité bactéricide en vers les bactéries proches de la souche productrice, elles sont 

synthétisées par voie ribosomique sous forme de peptides inactifs et deviennent actives 

en milieu extracellulaire ». Plus récemment, en 2007, Heng et al. Les ont caractérisées 

comme étant des peptides antimicrobiens le plus souvent cationiques, modifiés ou non 

post-traductionnellement, de masses moléculaires comprises entre 2 et 6 kDa (Heng et 

al., 2007a). 

  Les bactériocines ont été classées par Klaenhammer en 4 classes distinctes : 

Classe I : les lanthibiotiques, qui sont de petits peptides, à PM<5 kDa et agissant sur la 

membrane cytoplasmique. Elles possèdent des acides aminés modifiés (la lanthionine et 

la β-méthyl-lanthionine), on en cite comme exemples la nisine, la subtiline, la 

duramycine, et la cytolysine L1 (Delves-Broughton et al., 1996 ; Saris et al., 1996 ; 

Sahl et Bierbaum, 1998). 

Classe II : ce sont des peptides de petite taille, à PM<10 kDa, thermostables. Sans acide 

aminé modifié, mais contiennent des ponts disulfure issus de la liaison entre deux résidus 

de cystéine, elles agissent en formant des hélices amphiphiles avec des régions 

hydrophobes. Cette classe est subdivisée en trois sous-classes : 

    II-a-des bactériocines actives contre Listeria spp et ayant une séquence N-terminale 

comme suit : YG-NGV (boite Pediocin Box). La pédiocine PA-1, la sakacine P, la 

leucocine A-UAL187 et la curvacine A en sont des exemples (Hastings et al., 1991 ; 

Holck et al., 1992 ; Tichaczek et al., 1992 ; Chikindas et al., 1995). 
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    II-b-ce sont des bactériocines à deux peptides, et qui forment un complexe de poration 

quand elles sont actives. La lactococcine G et la lactacine F en sont des exemples 

(Nissen-Meyer et al., 1992 ; Mullet-Powell et al., 1998) 

   II-c-ce sont des peptides thiol-activés qui nécessitent la présence d’un résidu cystéine 

pour être actifs. On cite la lactococcine B comme exemple (Venema et al., 1993). 

Classe III : cette classe comprend des bactériocines à poids moléculaire supérieur à 30 

kDa. Ces bactériocines sont thermosensibles, on encite l’helvéticine J et les lacticines A 

et B comme exemples (Joerger et Klaenhammer, 1986 ; Toba et al., 1991a) 

Classe IV : cette classe englobe les bactériocines qui ont besoin de la présence d’une 

partie non protéique (comme un lipide ou un sucre) pour être actives. C’est le cas de la 

Pédiocine SJ-1 et de la lactocine 27 (Upreti et Hinsdill, 1975). 

II.4.3.Critères Technologiques  

En plus des critères de sécurité et des critères fonctionnels qui ont déjà été cités, de 

nombreux aspects technologiques doivent être pris en compte pour la sélection des 

souches probiotiques, et ces aspects sont les suivants : 

a-Viabilité et stabilité des microorganismes au cours de la production 

  Par cette idée, on désigne la stabilité physique et génétique des microorganismes, 

avec une variabilité minimale tout au long de la chaine de production, ainsi qu’une 

viabilité optimale (Piquepaille, 2013).  

b-Conservation des propriétés probiotiques dans le produit fini 

  Les souches probiotiques doivent rester stables lors de la conservation du produit et 

doivent être fournies en dosage approprié jusqu’à la date d’expiration du produit 

(Piquepaille, 2013). 

      c-Attribution de propriétés organoleptiques 

Pour attirer le consommateur, les produits à base de probiotiques doivent posséder 

de bonnes propriétés organoleptiques, surtout le goût (Piquepaille, 2013). 
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Les propriétés probiotiques suivantes : 

 Activité antibactérienne. 

 Résistance aux sels biliaires. 

 Résistance à l’acidité. 

 Et résistance aux enzymes digestives. 

Qui font l’objet de notre étude seront énumérées plus en détails dans la partie suivante 

qui est la partie Matériel et Méthodes. 



 

Matériel et 

Méthodes 
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Matériel et méthodes 

Le travail réalisé a pour but d’étudier quelques propriétés probiotiques de souches de 

BL isolées d’un fromage artisanal, à savoir l’activité antibactérienne et la résistance aux 

conditions du tube digestif : l’acidité gastrique, les sels biliaires et les enzymes digestives. 

I. Matériel  

I.1.Matériel et appareillage 

Le matériel et l’appareillage utilisés sont énumérés dans le tableau II : 

Tableau II : Appareillage et matériel utilisé 

Appareillage Matériel 

Autoclave 

Plaque chauffante 

Bain Marie 

Réfrigérateur 

Balance Electronique 

Etuve 

Vortex 

Centrifugeuse 

Micropipettes 

pH mètre 

Four Pasteur 

Boites de Pétri 

Tubes à essai 

Eppendorfs 

Tubes Falcon 

Erlennes Meyer 

Eprouvettes graduées 

Béchers 

Ecouvillons 

 

I.2.Milieux de culture  

Les milieux de culture utilisés sont les suivants : 

 Bouillon MRS 

 Gélose MRS 

 Bouillon Nutritif 

 Gélose Nutritive 
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I.3. Origine des souches  

Les souches de BL étudiées dans ce travail ont été isolées à partir d’un fromage artisanal 

Alatig et identifiées phénotypiquement au niveau du laboratoire de microbiologie de 

l’université Abderrahmane Mira de Bejaia en 2017 puis conservées à -18°C dans du bouillon 

MRS additionné de 20% de glycérol.  

II. Méthodes  

II.1. Revivification des souches  

       Les souches conservées ont été décongelées puis revivifiées par une série de deux 

repiquages successifs dans 10 ml de bouillon MRS avec une incubation de 24h à 37°C pour 

chaque repiquage (Figure 2). 

 

 

Figure 2 : Repiquage des souches de bactéries lactiques 
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  II.2. Tests d’activité antibactérienne des souches de bactéries lactiques  

 L’activité antibactérienne des souches de bactéries lactiques a été mise en évidence 

par la réalisation de deux tests, ces tests sont les suivants : 

II.2.1. Test des spots 

      Dans ce test,  l’antagonisme des souches de bactéries lactiques a été étudié à l’égard de 

deux germes cibles pathogènes : Staphylococcus aureus et Escherichia coli. 

      5 µl du repiquat de chaque souche de bactérie lactique ont été ensemencés en spots dans 

des boites de Pétri contenant 10 ml de gélose MRS, puis incubées à 37°C pendant 24 heures 

(Fernandez et al., 2007). 

      La suspension de chaque pathogène a été diluée deux fois et la dilution 10-2 a été 

mélangée à 100 ml de gélose nutritive en surfusion. Après homogénéisation, la gélose a été 

versée dans les boites de gélose MRS à raison de 10 ml par boite. Les boites ont ensuite été 

incubées à 37°C pendant 24 heures (Figure 3). 

      A la fin de la période d’incubation, les diamètres des zones d’inhibition ont été mesurés 

et les souches qui ont donné des diamètres supérieurs à 10 mm ont été retenues. 
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Figure 3 : Test des spots des souches de bactéries lactiques contre S. aureus et E. coli 
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II.2.2.Test des puits 

        Dans ce test, le but était d’étudier l’activité du surnageant de culture des souches de 

bactéries lactiques à l’égard de S. aureus et E. coli. 

        Les souches de bactéries lactiques ont été repiquées dans du bouillon MRS, après 

incubation à 37°C/24h, les cultures ont été soumises à une centrifugation à 6000 rpm/30 min 

à 4°C. Le surnageant de culture a ensuite été récupéré. 

        Des boites de Pétri ont ensuite été coulées avec de la gélose nutritive, après 

solidification, la dilution 10-2 du germe cible a été ensemencée par écouvillonnage puis 

laissée à sécher. 

        Après séchage, des puits de 8 mm de diamètre ont été creusés  puis  remplis avec 100µl 

de chaque surnageant. Les boites ont ensuite été incubées à 37°C/24h (Figure 4). 

       A la fin de la période d’incubation, les diamètres des zones d’inhibition ont été mesurés 

et les souches dont le surnageant a donné un diamètre situé entre 8 et 10mm (y compris le 

diamètre du puits) ont été retenues. 
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Figure 4 : Test des puits des souches de bactéries lactiques contre S. aureus et E. coli 
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II.3. Effet du pH sur les souches de bactéries lactiques  

Dans le but de savoir si les souches de BL résistent à différents pH, le test d’effet du 

pH est réalisé comme dans la figure 5 :  

300 ml de bouillon MRS a été préparé et réparti dans des flacons de 100 ml. 

Chaque volume de 100 ml de a ensuite été ajusté à trois pH différents : pH 3, pH 4, 

et pH 5. 

Le bouillon a été versé dans des tubes à essai à raison de 5 ml par tube. Ensuite, un 

volume de 50 µl de la suspension de chaque souche a été inoculé dans chacun  des tubes.  

Les tubes ont été incubés à 37°C/24h, et après incubation, le  trouble  de  chaque 

souche de bactérie lactique a été observé et les souches à croissance bonne ont été retenues. 
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Figure 5 : Etude de l’effet du pH sur les souches de bactéries lactiques 
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II.4. Effet des sels biliaires sur les souches de bactéries lactiques   

Pour savoir si les souches de BL résistent à différentes concentrations de sels 

biliaires, le test suivant est réalisé : 

Des poids de 0,5 ; 1 ; 1,5 ; 2 ; 2,5 ; et 3 g de sels biliaires ont été pesés. 

Chaque poids de sels biliaires a été ajouté à 100 ml de gélose MRS en surfusion pour 

préparer six concentrations différentes : 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, et 3%. 

Les géloses préparées ont été coulés dans des boites de Pétri. 

Un volume de 5 µl de chacune des souches de bactéries lactiques retenues après le 

test des puits a été ensemencé en spots dans les boites puis laissé  sécher. 

Une fois les boites sèches, une incubation de 24h à 37°C a été lancée (Figure 6). 

Après incubation, la croissance a été observée et les souches  de bactéries lactiques 

qui se sont développées ont été retenues. 
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Figure 6 : Etude de l’effet des sels biliaires sur les souches de bactéries 

lactiques 
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II.5. Effet des enzymes digestives sur les souches de bactéries lactiques 

           Les souches de bactéries lactiques ayant montré une résistance à la bile ont été testées 

pour étudier l’effet de deux enzymes digestives : la pepsine et la trypsine. 

Préparation des solutions enzymatiques  

 60mg de chaque enzyme sous forme lyophylisée ont été pesés et mis en suspension 

dans 2 ml de tampon correspondant au pH optimal de chaque enzyme (tampon phosphate de 

sodium à pH 7  pour la trypsine, et tampon Glycine/HCl à pH 3 pour la pepsine), chaque 

mélange (tampon + enzyme) a été filtré à l’aide d’un filtre à seringue (diamètre des pores = 

0,22µm) puis mélangé à 18 ml de gélose MRS additionnée de sels biliaires, après 

homogénéisation, la gélose a été coulée dans des boites de Pétri puis laissée à solidifier. Les 

souches de bactéries lactiques ont été déposées en spots de 5µl sur les boites  puis laissées à 

sécher. Les boites ont ensuite été incubées à 37°C/24h (Figure 7). 

 A la fin de la période d’incubation, la croissance a été observée et les souches de 

bactéries lactiques qui se sont développé ont été retenues. 
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I. Tests d’activité antibactérienne 

I.1. Test des spots : 

Les résultats du test des spots ont montré que toutes les souches de BL testées 

possèdent une activité inhibitrice contre S. aureus et E. coli avec des diamètres d'inhibition 

variant de 12 à 33 mm contre S. aureus et de 22 à 36 mm contre E. coli (Figures 9 et 11). 

Une sélection des meilleures souches a été réalisée et les souches qui n’ont pas 

d’activité ont été rejetées.  

Parmi les 31 souches de bactéries lactiques testées, les souches S35, S21, S9 et S45 

n’ont pas d’activité contre E. coli et les souches S35, S21, S9, S45, S14 et S50 n’ont pas 

d’activité contre S. aureus, alors que les souches 11 et 12 sont les plus actives contre E. coli 

avec des zones d’inhibition de 35 et 36 mm de diamètre respectivement, et les souches S22 

et S40  sont les plus actives contre S. aureus avec des zones d’inhibition de 32 et 33 mm de 

diamètre respectivement (Figures 9 et 11). 

Les figures 8 et 10 illustrent des exemples de résultats positifs qui ont été obtenus 

contre E. coli et contre S. aureus. On peut aussi noter l’apparition de zones d’inhibitions 

larges et claires autour des colonies de certaines souches, synonymes d’une bonne activité 

antibactérienne. Cette activité, étant forte, peut très probablement être attribuée à une 

production de bactériocines et/ou d’acides organiques. 
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Figure 9 : Activité antibactérienne des souches de bactéries lactiques à l’égard d’E. coli 

 

Figure 11 : Activité antibactérienne des souches de bactéries lactiques à l’égard 

de S. aureus 
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I.2. Test des Puits : 

Les résultats du test des puits ont montré que la majorité des surnageants de culture 

des souches de bactéries lactiques testées possèdent une activité inhibitrice contre S. aureus 

et E. coli avec des diamètres de zones d'inhibition qui variant de 10 à 19 mm contre S. aureus 

et de 13 à 17 mm contre E. coli (Figures 13 et 15). 

Les meilleures souches ont été sélectionnées, et les souches dont le surnageant n’a 

pas eu d’activité  activité ont été rejetées.  

Parmi les surnageants des souches de bactéries lactiques testées, ceux des souches 17 

et 40 n’ont pas d’activité contre E. coli et ceux des souches 6, 23 et 40 n’ont pas d’activité 

contre S. aureus, alors que les souches 13 et 12 sont celles dont le surnageant a une meilleure 

activité contre E. coli avec des diamètres d’inhibition de 16 et 17mm respectivement, et les 

souches 32  et 2 sont celles dont le surnageant a une meilleure activité contre S. aureus avec 

des diamètres d’inhibition de 18,5 et 19 mm respectivement (Figures 13 et 15). 

Les figures 12 et 14 illustrent des exemples de résultats positifs qui ont été obtenus 

contre E. coli et contre S. aureus, on peut noter l’apparition de zones d’inhibition autour des 

puits, de quoi confirmer que cette activité pourrait très probablement être due à une 

production d’acides organiques et/ou de bactériocines. 
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Figure 13 : Activité antibactérienne des surnageants des souches de bactéries lactiques à l’égard 

d’E. coli 

 

 

Figure 15 : Activité antibactérienne des surnageants des souches de bactéries 

lactiques à l’égard de S. aureus. 
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Dans une étude réalisée par Djadouni (2013) et ayant eu pour 

objectif l’établissement d’une banque de souches de BL sélectionnées comme productrices 

de bactériocines, et l’identification, la purification et l’application des bactériocines 

produites, 141 souches de BL ont été testées pour leur activité antimicrobienne selon deux 

méthodes : 

-méthode de diffusion en puits (selon la méthode de Tagg et McGiven, 1971, qui consiste à 

mettre en contact le surnageant de la souche de BL avec le germe cible).  

-la méthode de spots (selon la méthode de Fleming et al., 1975, qui consiste à cultiver les 

deux souches dans le même milieu en double couche).  

Les Résultats obtenus étaient les suivants : 

-Parmi les souches testées, les souches de Lactobacillus ont un spectre d’activité élevé, elles 

ont d’ailleurs inhibé un nombre de souches inférieur ou égal à 5.  

-Une souche de Lb. plantarum a eu une activité inhibitrice contre 9 des germes pathogènes 

testés, notamment E. coli et S. aureus β-hémolytique. 

Une autre étude réalisée par Mami (2013) et ayant pour but de rechercher des 

souches de bactéries lactiques du genre Lactobacillus capables de produire des substances 

antimicrobiennes à partir du lait cru de chèvre en utilisant les mêmes tests a donné les 

résultats suivants : 

-l’interaction entre les souches de Lactobacillus et les souches tests indiquent que l’agent 

inhibiteur est une bactériocine, cependant, comme dit par Mami et al. (2012), l’activité peut 

aussi être attribuée à une production d’acides organiques. 

-l’activité antimicrobienne est apparue chez 8 isolats (sur les 252 de départ) appartenant aux 

espèces Lactobacillus plantarum (2), Lb. rhamnosus (2), Lb. acidophilus (1), Lb. sakei 

subsp. sakei (1), Lb. casei (1), et Lb. paracasei subsp. paracasei (1). 

-sur milieu tamponné, une souche (S58) a eu une activité inhibitrice considérable avec 22 

mm de diamètre contre S. aureus et 12 mm avec E. coli. Cette activité a été attribuée à la 

production d’une bactériocine (car l’effet des acides organiques a été neutralisé dans le 

milieu tamponné) Une autre souche de la même espèce (S68) a donné une inhibition avec 

14 mm de diamètre contre S. aureus, 11 mm avec B. cereus, et 10 mm avec E. coli. 
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-les deux souches de Lb. plantarum ont été testées pour leur activité inhibitrice contre trois 

souches de S. aureus (ATCC 25923, ATCC 29213, et ATCC 43300) et une souche d’E. coli 

(ATCC 25922) les résultats obtenus étaient significatifs, surtout pour la souche 58. 

L’étude de Beneddine et Djebrit (2015) qui avait pour but d’isoler des souches de 

Lactobacillus à partir d’un lait de chamelle, en étudier l’activité antimicrobienne contre 

quelques germes pathogènes isolés d’un laboratoire d’analyses médicales de Ouargla, et 

identifier les substances inhibitrices produites a été réalisée par un test des puits en suivant 

la méthode de Barefoot et al. (1983). Quatre souches de bactéries lactiques ont été testées à 

l’égard de quatre germes pathogènes dont S. aureus et E. coli. Les résultats de recherche de 

l’agent inhibiteur dans le surnageant ont révélé que l’agent était extracellulaire. Les 

diamètres d’inhibition ont ensuite été mesurés, trois souches de Lactobacillus ont alors été 

retenues à cause de leur activité inhibitrice contre S. aureus et E. coli avec des diamètres 

dépassant les 10 mm. 

Les résultats obtenus lors d’études supplémentaires réalisées avec surnageant 

tamponné ont prouvé que l’agent inhibiteur était des acides organiques et des bactériocines 

contre tous les germes ciblés. 

 En comparaison avec les autres travaux, les résultats obtenus dans les tests d’activités 

sont conformes avec les définitions données, avec une similarité avec ceux de Djadouni 

(2013), l’évaluation visuelle de l’inhibition des souches contre S. aureus était identique à 

celle de Mami (2013). Il en est de même en comparaison avec ce qui a été obtenu par 

Beneddine et Djebrit (2015). 

 

II. Effet du pH : 

 Les résultats du test de résistance à l’acidité montrent que la résistance varie selon 

les souches. 

 Après analyse des résultats obtenus, les observations suivantes ont été notées : 

-à pH 3, 15/21 souches ont donné une croissance bonne. 

-à pH 4, 12/21 souches ont donné une croissance bonne. 

-à pH 5,  appart la souche 13, toutes les souches ont donné une croissance moyenne. 
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 La majorité des souches qui ont montré une bonne croissance bonne aux pH 3 et 4. 

 Les souches 19 et 31 et 8 qui ont montré une bonne croissance à pH 3 n’ont pas gardé 

leur caractéristique à pH 4, l’augmentation du pH les ayant probablement inhibées, ce 

résultat pourrait être expliqué par l’incapacité à s’adapter et donc survivre à l’acidité.  

 Comme le montre la figure 16, un trouble bactérien a été remarqué aux pH 3 et 4, 

synonyme de croissance bactérienne,  mais c’était plus intense à pH 4 qu’à pH 3, ce qui 

confirme le caractère acidotolérant des BL. 

                                 

Mishra et Prasad (2005) ont réalisé une étude ayant pour but de sélectionner des 

souches de Lb. casei comme étant probiotiques en utilisant des méthodes in vitro et de les 

incorporer dans le Dahi, un lait fermenté produit en Inde.  Pour cela, ils ont réalisé des tests 

dont le test de tolérance à l’acidité. 

7 souches ont été testées pour leur résistance aux pH 1, 2, et 3, et elles ont toutes 

montré une bonne capacité de survie à pH 3 pendant 3h, alors qu’à pH 1, aucune n’a survécu 

et à pH 2, quelques isolats ont pu survivre. L’une des souches résistantes au pH 3 a été 

comptée sur boite et a donné un taux dépassant les 107 UFC/ml après 3h d’incubation. 

Berrada et al. (1991) a réalisé une étude sur deux souches de Bifidobacterium dans 

le but d’en étudier la capacité de résister au transit gastrique in vitro puis in vivo, et d’évaluer 

leur survie dans le tractus gastro-intestinal en les administrant avec un lait fermenté. 

Lors du test de survie au pH 3, l’une des deux souches testées a montré une résistance 

bien meilleure que celle de l’autre souche après au moins 90 min. En incorporant chacune 

des souches dans un lait fermenté, la survie à l’acidité a été évaluée et une différence de 

densité microbienne de 6.107 chez l’une des deux souches pour 6.105 chez l’autre a été 

remarquée. 

Après comparaison des résultats du test de résistance au pH 3 à ceux obtenus par 

Mishra et Prasad (2005) et par Berrada et al. (1991), on conclue qu’il y a conformité, 

cependant, il reste à confirmer l’origine de l’adaptation des souches au pH acide. Guillouard 

et al. (2004) ont étudié les mécanismes responsables de la résistance au stress acide chez des 

souches de Lactobacillus bulgaricus en montrant la variabilité de la capacité de résistance 

aux pH bas chez ces souches, ils ont ensuite caractérisé les protéines induites lors de 
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l’adaptation à l’acidité par électrophorèse bidimensionnelle et par des techniques génétiques 

pour mieux comprendre l’adaptation aux différents stress rencontrés par la bactérie. 

Cinq souches de Lactobacillus bulgaricus ont été soumises à une étude comparative 

de leur capacité à tolérer le stress acide. Les souches ont été transférées d’un milieu à pH 6 

au pH 3,6 pendant 30 minutes. Après mesure du taux de survie, Guillouard et al. Ont 

remarqué qu’une des souches tolérait le stress acide mieux que les autres. De quoi confirmer 

que la tolérance à l’acidité est une caractéristique de souche.  

Après analyse du génome de la souche résistante, les résultats étaient prometteurs. 

De ce point de vue, ils sont en accord avec ceux de Berrada et al. (1991). 

 

III. Effet des sels biliaires : 

 Les résultats de l’étude de l’effet des sels biliaires montrent que les souches résistent 

aux sels biliaires, cependant, chez des souches de la même espèce, des résultats différents 

ont été observés, comme c’était le cas chez la souche S31 (qui s’est développée aux trois 

premières concentrations) et la souche S19 (qui s’est développée à toutes les concentrations). 

La capacité de résistance aux sels biliaires a été confirmée alors comme étant une 

caractéristique de souche. 

 Après l’analyse des résultats, les observations suivantes ont été notées : 

-à 0,5% de sels biliaires, 6/15 souches ont donné une croissance. 

-à 1% et 1,5% de sels biliaires, 4/15 souches ont donné une croissance. 

-à 2%, 2,5%, et 3% de sels biliaires, seule la souche 19 a donné une croissance. 

La résistance aux sels biliaires peut être attribuée à la présence de la BSH ou à la 

capacité de dégradation des sels biliaires chez les souches de BL, la capacité de dégradation 

des sels biliaires a été observée aux concentrations 2%, 2,5% et 3% de sels biliaires pour la 

souche 19 comme un halo clair autour de la colonie. 
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Comme décrit précédemment, Mishra et Prasad (2005) ont étudié la capacité de 

souches de Lactobacillus casei à survivre aux conditions du tractus gastro-intestinal, dont la 

tolérance aux sels biliaires. 

Les 7 souches ont été soumises à des concentrations de 1% et de 2% de sels biliaires 

puis incubées à 37°C en aérobiose, et dénombrées sur gélose à 3 h et 12 h d’incubation. 

Les résultats rapportés témoignent d’une bonne résistance chez deux des souches 

testées après 12 h d’incubation, et de deux autres souches après 3 h d’incubation.  

Desai (2008) a étudié les critères probiotiques de 22 souches de Lactobacillus casei, 

dont leur capacité à résister à l’acidité et aux sels biliaires. Il a ensuite utilisé des 

concentrations de 1% et 1,5% de sels biliaires. 

 Toutes les souches ont montré une croissance excellente à la concentration 1% de 

sels biliaires. 7 d’entre elles ont montré une bonne croissance à 1,5% après 3 h alors que les 

autres ont résisté à cette concentration entre 1 h et 2 h. 

 Les 7 meilleures souches ont été supplémentées de taurocholate de sodium, de 

glycocholate de sodium, et d’une combinaison des deux pour en tester la capacité à 

déconjuguer les sels biliaires, les résultats obtenus ont montré une capacité de déconjugaison 

élevée chez deux des souches, alors qu’une seule souche a montré une capacité faible. 

 Les résultats obtenus dans cette étude répondent bien mieux à ceux obtenus par 

Mishra et Prasad (2005) qu’à ceux de Desai (2008), et témoignent d’une résistance 

intéressante aux sels biliaires chez les souches de BL testées. 

 

IV. Effet des enzymes digestives : 

 Les résultats de l’étude de l’effet des enzymes digestives sur les souches de bactéries 

lactiques ont montré que la souche 19 est la seule qui a une bonne capacité de survie en 

présence de pepsine à pH 3 et de trypsine à pH 7. 

 Comme le montre la figure 18, la souche 19 s’est développée en présence de chacune 

des deux enzymes testées et à toutes les concentrations de sels biliaires, à sa croissance, un 

halo clair s’est formé autour de la colonie, synonyme de la dégradation des sels biliaires. 
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La souche 19 pousse très bien en présence de la pepsine à pH 3, elle peut donc 

survivre à son passage par l’estomac, et elle pousse très bien en présence de la trypsine à pH 

7, elle peut donc survivre dans les conditions de l’intestin. Ces deux résultats obtenus 

constituent un critère majeur de choix pour les probiotiques. 

Dans le travail de Rönkӓ et al. (2003), le but était d’étudier quelques caractéristiques 

probiotiques de deux souches de Lactobacillus brevis (ATCC 8287 et ATCC 14869) pour 

les appliquer dans des laits crus, et un test de résistance aux enzymes du fluide pancréatique 

a été réalisé. 

 Les résultats rapportés ont montré que les deux souches résistaient, avec des taux 

dépassant les 4,5.108 UFC/ml pour la souche ATCC 8287 après 3 h d’incubation. La souche 

ATCC 14869 a donné des taux dépassant 8,8.107 UFC/ml qui ont ensuite baissé après 3 h 

d’incubation.  

Daniel et al. (2006) ont étudié des souches de BL en évaluant quelques propriétés 

supposées utiles pour permettre leur survie au tractus gastro-intestinal in vitro, les résultats 

ont été comparés à des données obtenues lors de l’étude de leur survie in vivo chez des souris 

pour savoir si ces souches pouvaient être utilisées dans le traitement des éventuelles colites. 

 Parmi les propriétés étudiées, la résistance à la pepsine et à la pancréatine dans du 

tampon PBS (Phosphate Buffered Saline) à pH 2 et 8 respectivement. La survie a été évaluée 

par dénombrement sur gélose puis le taux de survie a été exprimé. 

 Les résultats obtenus ont montré que toutes les souches testées résistaient à la pepsine 

pendant 20 minutes sauf deux souches de Lb. acidophilus et de Lb. plantarum qui ont donné 

un taux de survie supérieur à la normale. La pancréatine n’a pas non plus eu d’effet sur les 

souches jusqu’après 2 h d’incubation, sauf sur une souche de Lb. plantarum qui était 

sensible. 

 Dans le test réalisé, et sur les six souches testées pour leur résistance à la trypsine et 

à la pepsine, il n’y a qu’une seule souche qui a poussé, et qui a pu résister à l’effet de la 

pepsine après 24 h d’incubation. 

 La souche 19 a donné des résultats bien meilleurs que ceux obtenus par Daniel et al. 

(2006), témoignant d’une bonne capacité à résister aux conditions du tractus gastro-

intestinal. Comme cette souche a répondu positivement à tous les tests qui ont été réalisés, 

elle a été gardée comme potentiel probiotique. 
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CONCLUSION 

  L’objectif de notre travail était d’étudier des propriétés probiotiques de quelques 

souches de bactéries lactiques isolées à partir d’un fromage artisanal « Alatig ». Ainsi, pendant 

notre pratique, 31 souches de bactéries lactiques ont été étudiées. 

 Les souches de bactéries lactiques ont subi ensuite cinq tests : test des spots, test des 

puits, test de résistance aux sels biliaires, test de résistance au pH, et test de résistance aux 

enzymes digestives pepsine et trypsine. Les résultats obtenus témoignent des affirmations 

suivantes : 

 Les propriétés étudiées sont une caractéristique de souche. 

 Les souches 2, 4, 5, 6, 9, 11, 12, 13, 14, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 29, 38, 40 sont les plus 

inhibitrices contre les germes pathogènes ciblés. 

 Les souches 2, 4, 5, 6, 9, 11, 12, 13, 14, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 29, 38, 40  résistent mieux 

à l’acidité que les souches 16, 17, 19, 31, 32, 34, 35, 48. 

 L’espèce de la souche 19 a montré un bon potentiel probiotique, avec l’une de ses deux 

souches représentatives. 

         Le travail qui a été réalisé n’est que préliminaire, mais il est intéressant, ainsi, les travaux 

suivants peuvent lui être complémentaires : 

-Confirmation de l’identité de la souche 19 par des méthodes moléculaires. 

-Etude des critères de sécurité de la souche 19, à savoir : 

 La résistance aux antibiotiques. 

 Le test de cytotoxicité. 

 Et le test d’hémolyse. 

-Etude des effets probiotiques in vivo de la souche 19. 

-Mise au point d’un lait fermenté probiotique à base des souches étudiées. 
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Annexes 



  

Annexe I : composition des milieux de culture  

 Bouillon MRS (TM Media, Inde) 

Glucose………………………………………….20 g/l 

Peptone…………………………………………..10 g/l 

Extrait de viande…………………………………10 g/l 

Extrait de levure………………………………….5 g/l 

Acétate de sodium………………………………..5 g/l 

Citrate d’ammonium……………………………...2 g/l 

Phosphate dipotassique……………………………2 g/l 

Tween 80…………………………………………..1 ml 

Sulfate de magnésium………………………………0,1 g/l 

Sulfate de manganèse………………………………0,05 g/l 

pH du milieu : 6,5±0,2. 

Stériliser par autoclavage à 120°C pendant 15 min. 

 

 Gélose MRS (CONDA, Espagne) 

Glucose………………………………………….20 g/l 

Peptone…………………………………………..10 g/l 

Extrait de viande…………………………………8 g/l 

Extrait de levure………………………………….4 g/l 

Acétate de sodium………………………………..5 g/l 

Citrate d’ammonium……………………………...2 g/l 

Phosphate dipotassique……………………………2 g/l 

Tween 80…………………………………………..1 ml 

Sulfate de magnésium………………………………0,2 g/l 

Sulfate de manganèse………………………………0,05 g/l 

Agar………………………………………………..10 g/l 

pH du milieu : 6,2±0,2. 

Stériliser par autoclavage à 120°C pendant 12 min. 

 



  

 Bouillon Nutritif (Diagnostici Liofilchem, Italie) 

Extrait de viande……………………………..1 g/l 

Extrait de levure……………………………..2 g/l 

Peptone………………………………………5 g/l 

Chloride de sodium…………………………...5 g/l 

pH du milieu : 6,8±0,2 

Stériliser par autoclavage à 120°C pendant 15 min. 

 

 Gélose Nutritive (TM Media, Inde) 

Extrait de viande……………………………..1,5 g/l 

Extrait de levure……………………………..1,5 g/l 

Peptone………………………………………5 g/l 

Chloride de sodium…………………………...5 g/l 

Agar…………………………………………..15 g/l 

pH du milieu : 7,4±0,2 

Stériliser par autoclavage à 120°C pendant 15 min. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

Annexe II : Résultats obtenus  

 

 

Tableau I : Résultats du test des spots                Tableau II : Résultats du test des puits 

       

Souche 

Diamètre d'inhibition 

(mm) 

S. aureus E. coli 

souche 11 16,5 14 

souche 12 14 17 

souche 52 17 14 

souche 19 16 13 

souche 23 0 14 

souche 38 14 15 

souche 31 17 13 

souche 34 16 13,5 

souche 28 15 15 

souche 6 0 15 

souche 13 18 16 

souche 48 15,5 15 

souche 2 19 15 

souche 17 10 0 

souche 25 18 15 

souche 22 15,5 14 

souche 18 17 14 

souche 32 18,5 15 

souche 24 17 13,5 

souche 4 16 13,5 

souche 8 17 14 

souche 16 16,2 14 

souche 5 15,5 14 

souche 29 17 14,5 

souche 40 0 0 

 

 

 

 

Souche 

Diamètre d'inhibition 

(mm) 

S. aureus E. coli 

souche 11 28 35 

souche 12 26 36 

souche 52 25 31 

souche 35 0 0 

souche 19 27 33 

souche 23 24 31 

souche 38 27 29 

souche 21 0 0 

souche 31 26 33 

souche 34 26 32 

souche 28 27 32 

souche 6 27 26 

souche 13 29 34 

souche 50 0 27 

souche 48 24 33 

souche 14 0 28 

souche 9 0 0 

souche 2 24 31 

souche 17 20 25 

souche 25 21 25 

souche 22 32 27 

souche 18 31 32 

souche 32 26 27 

souche 24 21 25 

souche 4 12 26 

souche 8 28 28 

souche 16 29 22 

souche 5 28 29 

souche 45 0 0 

souche 29 22 23 

souche 40 33 23 



  

 

 

Tableau III : Résultats du test de l’effet du pH 

 

Souche 

pH 

pH 3 pH 4 pH 5 

souche 11 +++ +++ ++ 

souche 12 +++ +++ ++ 

souche 52 ++ ++ ++ 

souche 19 +++ ++ ++ 

souche 38 +++ +++ ++ 

souche 31 +++ ++ ++ 

souche 34 ++ ++ ++ 

souche 28 +++ +++ ++ 

souche 13 ++ ++ + 

souche 48 ++ ++ ++ 

souche 2 +++ +++ ++ 

souche 25 ++ ++ ++ 

souche 22 +++ +++ ++ 

souche 18 ++ ++ ++ 

souche 32 +++ +++ ++ 

souche 24 +++ +++ ++ 

souche 4 +++ +++ ++ 

souche 8 +++ ++ ++ 

souche 16 +++ +++ ++ 

souche 5 +++ +++ ++ 

souche 29 +++ +++ ++ 

 

+++ : Croissance bonne            ++ : Croissance moyenne      + : Croissance faible    

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

Tableau IV : Résultats du test de l’effet des sels biliaires 

 

Souche 

Concentration de sels biliaires 

SB 0,5% SB 1% SB 1,5% SB 2% SB 2,5% SB 3% 

souche 11 - - - - - - 

souche 12 + + + - - - 

souche 19 + + + + + + 

souche 38 - - - - - - 

souche 31 + + + - - - 

souche 28 - - - - - - 

souche 2 - - - - - - 

souche 22 + + + - - - 

souche 32 - - - - - - 

souche 24 - - - - - - 

souche 4 - - - - - - 

souche 8 + - - - - - 

souche 16 - - - - - - 

souche 5 - - - - - - 

souche 29 + - - - - - 

 

+ : Croissance positive                 - : Croissance négative 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

Tableau V : Résultats du test de l’effet de la trypsine 

 

 

Souche 

Concentration de sels biliaires utilisée 

SB 0,5% SB 1% SB 1,5% SB 2% SB 2,5% SB 3% 

souche 12 S S S    

souche 19 R R R R R R 

souche 31 S S S    

souche 22 S S S    

souche 8 S      

souche 29 S      

 

R : Résistante         S : Sensible 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau VI : Résultats du test de l’effet de la pepsine 

 

 

Souche 

Concentration de sels biliaires utilisée 

SB 0,5% SB 1% SB 1,5% SB 2% SB 2,5% SB 3% 

souche 12 S S S    

souche 19 R R R R R R 

souche 31 S S S    

souche 22 S S S    

souche 8 S      

souche 29 S      

 

R : Résistante         S : Sensible 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

Annexe III : Préparation des tampons enzymatiques 

Préparation de 100 ml de tampon phosphate de sodium à 0,2 M et à pH 

7 :  

1-peser 2,83 g de Na2HPO4 et 2,39 g de NaH2PO4. 

2-dissoudre chacun des deux réactifs dans 50 ml d’eau distillée. 

3-ajuster le volume de chacune des deux solutions à 100 ml en ajoutant de l’eau distillée. 

4-mélanger 77 ml de la solution de Na2HPO4 et 23 ml de la solution de NaH2PO4. 

5-une fois le mélange obtenu, mesurer le pH et, si nécessaire, l’ajuster par ajout de HCl ou 

de NaOH. 

 

Préparation de 100 ml de tampon Glycine/HCl  à 0,1 M et à pH 3 :  

1-peser 1,5 g de glycine. 

2-diluer 100 µl de HCl dans 100 ml d’eau distillée. 

3-mélanger les deux composants (faire dissoudre la glycine dans le HCl). 

4-une fois le mélange obtenu, mesurer le pH et, si nécessaire, l’ajuster par ajout de HCl ou 

de NaOH 



Résumé : 

But : Etude des propriétés probiotiques de souches de bactéries lactiques d’origine locale 

Matériel et méthodes : Cinq tests ont été réalisés sur les souches : test des spots, test des 

puits, test de résistance au pH, test de résistance aux sels biliaires et test de résistance aux 

enzymes digestives. 

Résultats obtenus : Les souches 2, 4, 5, 6, 12, 19, 21, 22, 29, 31 ont montré des résultats 

remarquables, mais après les derniers tests, seule la souche 19 a révélé un potentiel 

probiotique. 

Conclusion : Parmi les souches de bactéries lactiques étudiées, il n’y a que la souche 19 qui 

peut être utilisée comme probiotique. 

 

Mots-clés : probiotique, bactérie lactique, fromage artisanal. 

 

Summary : 

Aim : Study of  probiotic properties of local originated lactic acid bacteria strains. 

Material and Methods : Five tests have been realised to the strains : spot test, well test, 

acid tolerance test, bile salt tolerance test and digestive enzyme tolerance test. 

Results and discussion : The strains 2, 4, 5, 6, 12, 19, 21, 22, 29, 31 have shown remarkable 

results, but after last tests, only  the strain 19 has shown a probiotic potential. 

Conclusion: From the lactic acid bacteria strains, only the strain 19 that can be used as a 

probiotic. 

 

Key words : probiotic, lactic acid bacteria, traditional cheese. 
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