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Introduction 

Les bactéries lactiques sont des microorganismes ubiquitaires qui sont fréquemment 

retrouvés dans certains aliments tels que le lait et ses dérivés, la viande, les fruits et les 

légumes. Elles représentent aussi une partie de la microflore intestinale et génitale humaine 

et animale (Trias, 2008 ; Leroi, 2010). Ce sont des bacilles ou des coques à Gram positif, 

immobiles, non sporulées, aéro-anaérobies facultatifs ou anaérobies stricts et catalase 

négative (Salminen et al., 2004 ; Settanni et Moschetti, 2010). 

Les bactéries lactiques sont connues pour leur capacité à produire lors de leur croissance 

des composés actifs à savoir des 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, leur 

permettant de se développer préférentiellement dans divers écosystèmes (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). 

Les bactéries lactiques sont utilisées dans plusieurs technologies pour répondre aux besoins 

de l’industrie alimentaire et pharmaceutique. De nos jours, il y a une forte tendance à 

réduire l’utilisation des substances chimiques et traitement thermique pour la conservation 

des aliments afin de préserver leurs propriétés organoleptiques (Rodgers, 2001 ; Vermeiren 

et al., 2004). 

En effet, les bactéries lactiques peuvent réduire et inhiber la croissance des bactéries 

pathogènes (Trias et al., 2008), ainsi empêcher l’altération du lait et des produits laitiers. 

Dans ce contexte s’inscrit notre étude qui a pour but en premier lieu d’étudier l’activité 

antibactérienne des souches de bactéries lactiques vis-à-vis Staphylococcus aureus et 

Escherichia coli. En second lieu essai d’optimisation de production des substances 

antibactériennes de quelques souches de ces dernières à l’égard des deux bactéries 

pathogènes.  
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De ce fait, une partie bibliographique relative au sujet et comportant un aperçu sur les 

bactéries lactiques et leur pouvoir antibactérien est réalisée. 
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I. Les bactéries lactiques 

I.1. Définition et caractéristiques  

Les bactéries lactiques sont des organotrophes (Badis et al., 2005). Elles produisent l’acide 

lactique comme produit final principal pendant la fermentation des carbohydrates (Kandler, 

1983). Elles ont été isolées pour la première fois à partir du lait (Carr et al,. 2002). Elles sont 

habituellement connues comme des micro-organismes GRAS (Generally Reconized As Safe) 

(Cintas et al., 2001). 

Les bactéries lactiques sont de Gram positif, généralement immobiles, non sporulées et ont des 

exigences nutritionnelles complexes : les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les 

acides gras et les glucides fermentescibles (Badis et al., 2005). Elles peuvent avoir différentes 

formes : sphériques (coques : Streptococcus, Lactococcus), bâtonnets (baclles : Lactobacillus) 

ou encore ovoïdes (coccobacilles : Leuconostoc sp) (Gálvez et al,. 2011). En général ces 

bactéries ne possèdent ni catalase, ni nitrate réductase, ni cytochrome oxydase. Elles sont 

également incapables de fermenter le glycérol (Salminen et al., 2004). 

Elles sont capables de croître à des températures comprises entre 10°C et 45°C et à des pH allant 

de 4,0 à 9,6 (Salminen et al., 2004).  

Les bactéries lactiques sont, selon la voie qu’elles empruntent pour fermenter les hexoses, 

homofermentaires ou hétérofermentaires (Scheleifer et Ludwig, 1995). 

I.2. Habitat 

Les bactéries lactiques colonisent de nombreux produits alimentaires comme les produits 

laitiers, la viande, les fruits, les légumes et font partie de la flore intestinale et vaginale humaine 

ou animale (Stiles et al,. 1997; Klaenhammer et al,. 2005; Trias, 2008 ; Leroi, 2010). 

I.3. Classification 

La première classification des bactéries lactiques basées sur les propriétés observables à savoir 

les propriétés morphologiques, biochimiques et physiologiques a été établie en 1919 par Orla-

Jensen; cité par Belarbi (2011). 

La taxonomie moderne basée sur les caractéristiques phénotypiques et génotypiques a eu 

comme conséquence la reclassification de beaucoup d’espèces de bactéries lactiques. Elles sont 
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un groupe phylogénétique divers avec un GC de 50% (guanine et cytosine) en leur ADN (Novel, 

1993). La classification des bactéries lactiques est réalisée en fonction de leur morphologie, de 

leur type de fermentation et de leur température optimale de croissance (Cintas et al,. 2001). 

Selon l’édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology en (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 (Tableau I). Parmi ces genres, seulement 

douze sont utilisés dans la biotechnologie alimentaire, il s’agit de : Aerococcus, 

Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, 

Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella. Parmi tous ces genres 

cités, seulement cinq (Aerococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc et Pediococcus) 

répondent aux caractéristiques générales d’une bactérie lactique typique (Salminen et al,. 2004). 

Tableau I. Familles et principaux genres des bactéries lactiques (Brenner et al., 2005). 

Familles  Principaux genres    

Lactobacillaceae Lactobacillus sp., Pediococcus sp.   

Leuconostocaceae Leuconostoc sp., Oenococcus sp., Weissella sp.  

Streptococcaceae Streptococcus sp., Lactococcus sp.   

Carnobacteriaceae Carnobacterium sp    

Enterococcaceae Enterococcus sp., Tetragenococcus sp., Vagococcus sp. 

Aerococcaceae Aerococcus sp.    

 

Les bactéries du genre Bifidobacterium sont parfois considérées comme faisant partie du groupe 

des bactéries lactiques grâce à la similarité de leurs propriétés physiologiques et biochimiques 

et à leur présence dans le même habitat écologique. Cependant, ces microorganismes 

appartiennent au phylum Actinobacteria et sont donc phylogénétiquement éloignées des 

bactéries lactiques (Trias, 2008). Les bactéries lactiques forment donc un groupe hétérogène en 

raison non seulement de leur métabolisme mais aussi de leur aspect, leur habitat. 

I.4. Métabolisme des bactéries lactiques  

Il existe deux principales voies de fermentation des hexoses qui sont utilisés pour classer les 

bactéries lactiques. Les bactéries lactiques homofermentaires et les bactéries lactiques 

hétérofermentaires : 
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Homofermentaires : Les espèces homofermentaires, telles que Pediococcus, 

Streptococcus, Lactococcus et quelques Lactobacillus, produisent majoritairement de l’acide 

lactique par fermentation des sucres (glycolyse) (Caplice et Fitzgerald, 1999).  

Hétérofermentaires : Ce groupe de bactéries lactiques utilise la voie des pentoses phosphate 

(Salminen et al., 2004). Quant aux espèces hétérofermentaires, telles que Leuconostoc et 

Weissella, elles produisent, outre l’acide lactique, plusieurs métabolites tels que d'autres acides 

organiques (acétate), de l’éthanol, de l'acétoine, du dioxyde de carbone et des composés 

aromatiques (tels que le diacétyle, l'acétaldéhyde) (Caplice et Fitzgerald, 1999). 

I.5. Intérêt des bactéries lactiques 

I.5.1. Biotechnologique 

Plusieurs applications des bactéries lactiques sont mises en évidence parmi lesquelles : 

l’affinage des fromages et la fabrication du yaourt en l’acidification, l’aromatisation et 

l’amélioration de la texture (Saxer et al,. 2013). Les cultures starters peuvent influencer chacune 

de ces propriétés par la production d’exopolysaccharides (Gentès et al,. 2011).  

Les bactéries lactiques peuvent être ajoutées en combinaison à d’autres starters qui confèrent 

les propriétés organoleptiques désirables (Deegan et al,. 2006; Gálvez et al,. 2007). 

I.5.2. Alimentaire 

Les bactéries lactiques constituent un groupe bactérien largement utilisé dans l’industrie 

alimentaire dont les principaux genres utilisés sont Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, 

Pediococcus et Streptococcus (Carr et al,. 2002).  

Elles sont principalement utilisées en tant que starter dans les produits alimentaires fermentés 

où elles permettent de développer certaines caractéristiques organoleptiques et d’augmenter la 

durée de conservation (Abee, 1995 ; Hugenholtz et Kleerbezem, 1999). 

Elles fermentent les glucides en acide lactique, d’où une diminution du pH favorable à la 

conservation des aliments (Labioui et al,. 2005). 

Si la bactérie lactique productrice de la bactériocine est appliquée en tant que culture protectrice, 

elle doit être capable de produire sa bactériocine sans modifier les propriétés organoleptiques 

(Rodgers, 2001). 
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I.5.3. Probiotique 

La consommation des produits issus d’une fermentation lactique est de plus en plus accrue grâce 

aux propriétés probiotiques qui caractérisent les bactéries lactiques et leur effet positif sur la 

santé et la microflore intestinale (Gorbach, 1996). 

En général, les bactéries lactiques les plus couramment citées dans les études sur les 

probiotiques font parties des genres Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 

Pediococcus, Bifidobacterium, Propionibacterium et Streptococcus (Holzapfel et al,. 2001). Les 

espèces couramment utilisées sont Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, 

Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuteri et Lactobacillus delbruecki subsp bulgaricus 

(Salminen et al,. 2004). 

Les souches lactiques sont également utilisées dans le traitement des affections telles que les 

diarrhées, les allergies alimentaires. D’autres effets, comme la prévention des gastro-entérites 

nosocomiales chez le nourrisson, des propriétés anticancérigènes, anticholestérolémiantes, lutte 

contre Clostridium difficile et Helicobacter pylori et prévention des maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin; cité par Belarbi (2011). 

Ces bactéries doivent répondre à un certain nombre de propriétés (activité antagoniste, tolérance 

à l’acidité, tolérance aux acides biliaires, capacité d’adhésion ...) (Midassirou et al,. 2012). 

II. Activité antibactérienne des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques, utilisées habituellement en tant que ferments pour développer certaines 

caractéristiques organoleptiques, peuvent également avoir un rôle comme agent de préservation 

des aliments. Le pouvoir antimicrobien des bactéries lactiques peut être attribué à divers 

facteurs : 

• La compétition nutritionnelle et pour l'espace ; 

• La production d’un ensemble de métabolites possédant des propriétés antimicrobiennes. 

Ces métabolites sont des acides organiques (principalement l’acide lactique), le peroxyde 

d’hydrogène, le dioxyde de carbone, le diacétyle (le 2,3-butanedione), la reutérine et les 

bactériocines (Ammor et al., 2006). 
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II.1. La compétition nutritionnelle  

Les bactéries lactiques peuvent inhiber la multiplication de certains microorganismes 

d’altération et/ou pathogènes par leur propre présence. En effet, il s’agit du phénomène de 

compétition nutritionnelle et pour l'espace vis-à-vis d’autres espèces. Du fait de leurs 

importantes exigences nutritionnelles, les bactéries lactiques envahissent complètement le 

milieu. Elles limitent 

alors la multiplication des autres colonisateurs (Castellano et al., 2008). 

II.2. Les substances antibactériennes 

II.2.1. Acides organiques 

L’acide lactique est le métabolite principal des bactéries lactiques causant la réduction du pH 

qui inhibe beaucoup de microorganismes (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 dissocié à l’intérieur de la cellule, libérant les ions H+ qui acidifient le cytoplasme 

(Piard et Desmazeaud, 1991). L’effet antagoniste des acides organiques résulte de l’action de 

leur forme non dissociée. En effet, la forme non dissociée de l’acide peut traverser passivement 

la membrane et acidifier le cytoplasme par libération du proton, ce qui affecte le métabolisme 

cellulaire en inhibant certaines fonctions (Klaenhammer, 1993 ; Janssen et al,. 2007). En plus 

de l’effet du pH, l’acide non dissocié fait chuter le gradient électronique de proton, entrainant 

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

L'acide lactique à 5 000 µg/ml (0,5 %) inhibe la croissance de Listeria monocytogenes (Oh et 

Marshall, 1993). L'acide acétique a, quant à lui, un effet bactériostatique dès 0,2 % et un effet 

bactéricide à 0,3 % contre des bactéries à Gram positif lors d'une addition dans un aliment (Reis 

et al., 2012). Néanmoins, cette activité dépend du pH et est plus prononcée à un pH faible en-

dessous de 4,5 (Reis et al., 2012).   

II.2.2. Peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

Le peroxyde d’hydrogène est, depuis longtemps, reconnu comme un agent majeur de l’activité 

antimicrobienne des bactéries lactiques en particulier celle des lactobacilles (Price et Lee, 1970). 

Il peut s’accumuler et être inhibiteur de différents micro-organismes par l’oxydation des lipides 

membranaires et la destruction des structures des protéines cellulaires (Zalan et al,. 2005). 
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L’effet antimicrobien de H2O2 peut résulter de l’oxydation de groupes sulfhydrile provoquant 

la dénaturation d’un certain nombre d’enzymes, et de la peroxydation des lipides membranaires 

qui augmentent la perméabilité de la membrane. Le H2O2 peut être aussi un précurseur pour la 

production des radicaux libres bactéricides tels que les superoxydes (O2*) et les radicaux 

hydroxyles (OH-) qui peuvent endommager l’ADN (Ammor et al,. 2006). 

Romanova et al., 2002, ont mesuré les concentrations minimales inhibitrices de H2O2 sur 19 

souches de Listeria monocytogenes. Les cultures des plus sensibles sont inhibées dès 9,4 

µg.m/ml de H2O2 dans le milieu de culture alors que d'autres sont capables de résister jusqu'à 

des valeurs de 75 µg/ml. La culture en condition d'anaérobiose minimiserait voire inhiberait la 

production de peroxydes (Martinis et al., 2001 ; Çon et al., 2001).  

II.2.3. Reutérine (β-hydroxypropionaldéhyde) 

La reutérine est produite par Lactobacillus reuteri, une espèce hétérofermentaire dont la niche 

écologique est l’appareil gastro-intestinal des humains et des animaux. Elle montre un large 

spectre d’activité antimicrobienne contre certaines bactéries à Gram positif et à Gram négatif 

(Axelsson et al,. 1989). Cette activité pourrait être due à une inhibition de l'activité de la 

ribonucléotide réductase, entraînant une inhibition de la synthèse de l'ADN des cellules cibles 

(Dobrogosz et al., 1989).  

Les microorganismes sensibles à la reutérine comprennent Salmonella, Shigella, Clostridium, 

Staphylococcus, Listeria, Candida et Trypanosoma (Axelsson et al,. 1989). 

II.2.4. Diacétyle (C4H6O2) 

Le diacétyle est un composant d’arôme, produit par des souches lactiques qui fermentent le 

citrate. Ce composant inhibe la croissance des bactéries Gram négatives en réagissant avec 

l’utilisation d’arginine. Jay (1982) a montré que les bactéries Gram négatives étaient plus 

sensibles au diacétyle que les bactéries Gram positives (Ammor et al,. 2006). 

Cette molécule est caractérisée par une large activité antimicrobienne à des concentrations allant 

de 200 à 1 000 µg/ml (Lanciotti et al., 2003), et à 344 µg/ml inhibe les souches de Listeria, 

Salmonella, Yarsinia, Escherichia coli et Aeromonas (Ammor et al,. 2006). 
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II.2.5. Acétaldéhyde 

Chez Lactobacillus 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, Salmonella typhimurium et Escherichia coli 

dans les produits laitiers (Piard et Desmazeaud, 1991). 

Les quantités d’acétaldéhyde produites par les lactocoques oscillent entre 2,6 et 6,5 mg/ml 

(ppm) (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.2.6. Dioxyde de carbone (CO2) 

Le dioxyde de carbone (CO2) est produit principalement par les bactéries lactiques 

hétérofermentaires des espèces de Leuconostoc et Lactobacillus (Ammor et al,. 2006).  Le CO2 

peut jouer un rôle antimicrobien par la création d’un environnement anaérobie qui inhibe la 

décarboxylation enzymatique, et l’accumulation de CO2 dans la bicouche lipidique de la 

membrane peut entrainer un dysfonctionnement de la perméabilité (Eklund, 1984 ; Ammor et 

al,. 2006). 

Le degré d’inhibition de CO2 varie considérablement entre les organismes.  CO2 à 10% (v/v) 

pourrait réduire le nombre de bactéries totales par 50% (v/v) (Ammor et al,. 2006). 

II.2.7. Bactériocines 

D’après, Klaenhammer (1988), les bactériocines sont définit comme des protéines, ou complexe 

peptidique. Le spectre d’action des bactériocines est plutôt étroit, limite aux espèces 

taxonomiquement proches d’espèce productrice. La synthèse d’une protéine d’immunité 

protège l’organisme contre sa propre bactériocine (Héchard et al,. 1993). Elles ont un optimum 

de stabilité, de solubilité et d’activité à pH acide. Elles sont inactivées par les protéases et sont 

thermostables (Labioui et al,. 2005). 

Toutes les bactériocines produites par les bactéries lactiques décrites jusqu’à présent ont une 

activité dirigée contre les bactéries à Gram positif. D’après ; Dortu et Thonart, 2009 ; aucune 

bactériocine produite par les bactéries lactiques avec une activité contre les bactéries à Gram 
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négatif n’a été décrite, la membrane externe des bactéries à Gram négatif ne permettant pas aux 

bactériocines d’atteindre la membrane interne, siège de leur activité (Dortu et Thonart, 2009). 

II.2.7.1. Classification 

Les bactériocines présentent 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). Il existe différentes 

classes de bactériocines produites par les bactéries lactiques et elles peuvent être classées en 

fonction de leurs caractéristiques génétiques et biochimiques (dont la stabilité thermique) 

(Klaenhammer et al, 1994 ; Dortu et Thonart, 2009) Tableau II.  

Tableau II. Classification des bactériocines (Parada et al., 2007).  

Classes                              Caractéristiques principales            Stabilité thermique       Exemples 

Classe I Lantibiotiques       -Cycle thioester dans la séquence          Stable                        Nisine 

                                            poids moléculaire ˂ 5 KDa                                                      Lanthionine 

                                           -Ia : flexibles et positivement chargés                                      Méthyllanthionine        

                                           -Ib : rigides et sont chargés négativement  

                                           ou n'ont pas de charge nette                                                            

Classe II                             -IIa : poids moléculaire ˂ 10 KDa         Stable                         Pédiocine PA-1 

 Peptides anti-Listeria                                                                                                          Sakacine P 

                                          -IIb : association de 2 peptides pour       Stable                         Lactoccine G 

                                          l’activité, poids moléculaire ˂ 10KDa                                       plantaricines EF et JK  

                                           -IIc : Petits peptides  ˂ 10KDa               Stable                         Divergicine A  

                                                                                                                                              Acidocine B        

Classe III                            -Poids moléculaire ˃30 KDa                Sensible                      Helvéticine J 

                                                                                                                                              Helvéticine V 

                                                                                                                                              Lactacine A et B 

                                                                                                                                              Acidofilicine A 

 

II.2.7.2. Mécanisme d’action 

Le mécanisme d’action des bactériocines est largement étudié. Il est admis qu’il se décompose 

en trois étapes. La première consiste en la fixation du peptide sur la membrane de la cellule 

cible. C’est durant cette étape que le peptide adopte sa conformation tridimentionnelle 

permettant l’expression de son activité (Parada et al., 2007; Jasniewski, 2008). 
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La seconde étape est l’insertion de la bactériocine dans la membrane cytoplasmique. La dernière 

étape est la formation du pore (figure 1). 

Ce dernier conduit à des fuites de composés intracellulaires vitaux. Leur perte entraine donc des 

effets néfastes pour la cellule, allant d’un simple ralentissement de la vitesse de croissance 

bactérienne à la mort cellulaire (Smaoui, 2010 ; Siboukeur, 2011 ; Makhloufi, 2012). 

 

Figure 1. Formation de pores membranaires par le complexe Nisine-lipide II selon Chatterjee 

et al., (2005).  
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Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Microbiologie N°1 (Bloc 9) de la faculté de 

sciences de la nature et de la vie « Université Abderrahmane Mira », sous la direction de 

Docteur Faradji-Hamma dans une période allant de 18 février à 20 avril 2018. 

I. Les souches utilisées  
Dix-neuf souches de bactéries lactiques isolées à partir du lait cru et des produits laitiers de 

différentes régions (Tableau III, Annexe I) de la Willaya de Bejaia,et qui font partie de la 

collection du laboratoire de microbiologie appliquée ont été utilisées dans cette étude comme 

souches tests. L’origine de ces souches sont données dans l’annexe I. Les souches tests sont 

conservées dans des bouillons (MRS et M17) additionné du glycérol. 

Pour les souches cibles ; afin de sélectionner les souches lactiques les plus performantes 

(activité antibactérienne), nous avons utilisé deux souches pathogènes appartenant à la 

collection de laboratoire: 

 Staphylococcus aureus  

 Escherichia coli 

II. Les méthodes 

II.1. Revivification des souches utilisées 

Les souches tests (lactiques) étaient conservées sur bouillon MRS et M17 à (-20°C), transférer 

1 ml de leur cultures décongelées dans des tubes de 9 ml du bouillon MRS (Tableau VII, 

Annexe II). Ces bouillons sont incubés à 30°C dans une durée qui s’étend entre 24h et 48 h. 

Cette opération est répétée plusieurs fois, pour avoir des cultures fraiches. 

Et pour les souches cibles (pathogènes), elles étaient conservées dans des bouillons à (4°C). 

Leur revivification consiste à transférer 1ml de la culture de chaqu’une d’elles dans 9 ml du 

bouillon nutritif (Tableau VIII, Annexe II). Ces bouillons sont incubés à 37°C pour 

Staphylococcus aureus et à 44°C pour Escherichia coli, pendant 24h. Cette opération est répétée 

plusieurs fois, afin d’avoir des cultures fraiches. 

II.2. Vérification de la pureté des souches utilisées 

C’est indispensable de vérifier la pureté des souches utilisées et réaliser quelques tests rapides. 

 L’isolement des bactéries lactiques est réalisé sur gélose MRS (pH 6,5) et incubées à 

37°C /24h. L’isolement de Satphylococcus aureus est réalisé sur gélose Baird Parker 

additionnée de jaune d’œuf et de tellurite de potassium, et incubée à 37°C /24h. Et pour 

l’isolement d’Escherichia coli, il est réalisé sur gélose EMB et incubé à 44°C /24h. Une 

observation de l’aspect macroscopique après la culture pour vérifier la pureté des 

souches. 
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 Réalisation de la coloration de Gram pour les souches lactiques. 

 Réalisation du test de catalase pour les souches lactiques ; une goutte d’eau oxygénée à 

10V était déposée sur une lame contenant une colonie de 48 heures isolée sur milieu 

gélosé, le résultat est immédiat ; si la catalase est présente il se caractérise par un 

dégagement gazeux (O2) (Devoyod et Muller, 1969). 

II.3. Standardisation des inocula 

A partir des cultures sur gélose, 3 colonies de chacune des souches lactiques et 1 colonie de 

chacune des souches pathogènes sont mises dans 9 ml de bouillon MRS et 9 ml de bouillon 

nutritif respectivement. Puis incubées à 30°C pour les bactéries lactiques et 37°C pour les 

pathogènes pendant 24 heures (Figure 2). 

Un dénombrement est réalisé au terme de l’incubation pour les deux (souches tests et souches 

cibles). 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

Figure 2. Standardisation des inocula. 

III. Test de l’activité antibactérienne des bactéries lactiques 
Les dix-neuf souches lactiques sont testées à l’égard de deux souches pathogènes. L’activité 

antibactérienne est révélée par deux tests d’antagonisme :  

 Test des spots (Fleming et al., 1975). 

 Test des puits (méthode de Barfoot et Klaenhammer, 1983). 

III.1. Test des spots 

La méthode des spots accordée à Fleming et al., (1975), et Tagg et al., (1976), est utilisée pour 

la détection des inhibitions (Schillinger et Lucke, 1989); permet de mettre en évidence l’activité 

antibactérienne des souches lactiques étudiées.  

Un volume de 5μl de chaque culture fraiche de 18 heures des souches lactiques (19 souches) 

est déposé sur la gélose MRS, elles sont laissées à température ambiante pour permettre aux 

spots de se sécher (10 à 15 minutes) et les incubées à 30°C pendant 24 heures. En parallèle, des 
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cultures fraiches des bactéries pathogènes sont préparées en les cultivant, une colonie dans 9 

ml du bouillon nutritif et incubées à 37°C pendant 18 heures. 

Après l’incubation, 9 ml de gélose nutritive en surfusion sont inoculées par 1 ml de la souche 

cible (106 UFC/ml). 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 réalisé en double exemplaire 

pour chaque souche cible (Figure 3). 

L’activité antibactérienne se révèle par l’apparition des zones claires autour des spots ; le 

diamètre des zones d’inhibition est mesuré en millimètre. 

 

Figure 3. Mise en évidence de l’activité antibactérienne par la méthode des spots. 

III.2. Test des puits  

La méthode des puits (méthode de Barfoot et Klaenhammer, 1983), permet de tester l’activité 

antibactérienne des surnageants de culture des souches lactiques à l’égard des deux souches 

pathogènes ciblées (106 UFC/ml) (Staphylococcus aureus et Escherichia coli), des cultures de 

18 heures des souches lactiques sont préparées dans un bouillon MRS. Ces dernières sont par 

la suite centrifugées (centrifuge : Centurion Scientific UK) à 6000 g pendant 20 minutes à 4°C. 

Sur une fine couche de gélose nutritive préalablement coulée dans la boite de pétri et solidifiée 

une autre couche de gélose Mueller Hinton (MH) (Tableau IX, Annexe II) inoculée avec la 

culture de pathogène (107 UFC/ml) est coulée (10 ml MH et 1 ml suspension de Staphylococcus 
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aureus ou d’Escherichia coli) ; des puits de 6 mm de diamètre et de 4 mm de profondeur sont 

creusés. 100 μl du surnageant natif obtenu après la centrifugation de la culture fraiche sont 

introduites dans chaque puit. 

Les surnageants sont neutralisés par la soude (NaOH) 0,1N de façon à obtenir un pH de 6,5 

(Kim et al., 2001 ; Labioui et al., 2005), puis l’activité est testée par la méthode des puits comme 

détaillée précédemment. 

Les boites sont mises à 4°C pendant 2 heures afin de permettre la diffusion du surnageant dans 

la gélose. Au terme de diffusion, elles sont incubées à 37°C pendant 18 heures (Figure 4). 

L’activité antibactérienne se révèle par l’apparition de zones d’inhibition autour des puits. Les 

diamètres des zones d’inhibition apparues sont mesurés en millimètre, le test est fait deux fois. 

 

Figure 4. Mise en évidence de l’activité antibactérienne par la méthode des puits. 

III.3. Test d’optimisation de l’activité antibactérienne 

Afin d’optimiser l’activité antibactérienne les souches lactiques les plus performantes et actives 

vis-à-vis des deux souches pathogènes (Staphylococcus aureus et Escherichia coli) sont 
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sectionnées selon les diamètres mesurés de chaque zone d’inhibition observée dans les deux 

tests réalisés spots et puits. Les quatre souches tests sélectionnées dans cette optimisation sont 

LC4, LB1, LB2 et LC16. 

III.3.1. La synergie des activités des surnageants non neutralisés 

Six combinaisons ont été réalisées à partir des quatre souches sélectionnées : 

(LB1 et LC16), (LB1 et LB2), (LC4 et LC16), (LC4 et LB2), (LC4 et LB1) et (LB2 et LC16) 

L’activité antibactérienne de ces différentes combinaisons a été testée  par la méthode des puits 

(50 µl du surnageant de chaque souche des combinaisons sélectionnées, soit 100 µl par puit). 

III.3.2. L’activité antibactérienne à différentes températures (T°) 

Trois colonies de 48 heures de chaque souche sélectionnée ont été ensemencées sur milieu MRS 

liquide à 25°C, 30°C et 45°C, pendant 18 heures. Puis les cultures sont centrifugées à 6000 g 

pendant 20 minutes et conservées à 4°C. L’activité antibactérienne vis-à-vis des souches 

pathogènes est évaluée par la méthode des puits.  

III.3.3. L’activité antibactérienne à différents pH 

Les souches ont été ensemencées sur MRS liquide avec différentes valeurs de pH (5, 6, 7 et 9,2) 

et incubées à 30°C, pendant 18 heures. L’activité antibactérienne est évaluée par la méthode 

des puits.  

III.3.4. L’activité antibactérienne à différentes source de carbone 

La composition du milieu MRS a été modifiée, on utilise du MRS sans extrait de viande et 

glucose, pour évaluer l’effet de ces composés sur la production des substances antibactériennes. 

Le glucose dans le milieu MRS a été remplacé par le fructose. L’activité antibactérienne est 

évaluée par la méthode des puits (Merzouk, 2015).  
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I. Revivification des souches utilisées 

Une croissance a été exprimée par un trouble sur toute la longueur du tube pour toutes les 

souches de bactéries lactiques sur le bouillon MRS après l’incubation à 30°C/24 heures (Figure 

5). Et même résultat pour les deux souches de bactéries pathogènes ; une croissance a été 

remarquée sur le bouillon nutritif à 37°C/24 heures pour Staphylococcus aureus et 44°C/24 h 

pour Escherichia coli. 

                                                          

Figure 5. Aspect du bouillon MRS après croissance des souches de bactéries lactiques. 

II. Vérification de la pureté des souches utilisées 

L’aspect macroscopique des cultures sur milieu gélosé MRS montre que toutes les colonies sont 

de couleur blanchâtre (Figure 6).  

Pour les souches lactiques, les colonies obtenues sur boites de Petri sont observées à l’œil nu 

pour caractériser la forme, la taille, l’aspect ainsi que la couleur (Badis et al., 2005). 

L’aspect macroscopique des colonies des bactéries lactiques sur milieu solide (MRS) montre 

qu’elles sont rondes et lenticulaires (Allouche et al., 2010; Ismaili et al., 2016). 
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Figure 6. Aspect des colonies des souches lactiques sur gélose MRS. 

Le résultat de l’observation microscopique (coloration de Gram) montre que toutes les souches 

sont de Gram positif (Figure 7). Cependant, 17 souches sont de genre Lactococcus et 2 souches 

de genre Lactobacillus. Le test de catalase indique que toutes ces souches sont de catalase 

négative (Tableau I, Annexe I). Ce qui confirme leur appartenance aux bactéries lactiques. 

Après avoir effectué l‘examen de la recherche de la catalase et la coloration de Gram, toutes les 

bactéries à Gram positif et à catalase négative sont présumées comme bactéries lactiques (Carr 

et al., 2002). 

                                  

Figure 7. Aspect microscopiques des souches lactiques (coloration de Gram), A : forme 

bacille ; B : forme cocci. 

A B 
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III. Résultats de la standardisation des inocula 

Les résultats de la standardisation des souches montrent qu’à partir de 3 colonies de chaque 

souche lactique utilisée, incubées à 30°C/18 heures, donne un inoculum de (≈ 109 UFC/ml). En 

revanche, une colonie d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus donnent des inocula de 

(≈ 107 UFC/ml). 

IV. Mise en évidence de l’activité antibactérienne  

IV.1. Test des spots 

Les dix-neuf souches qui nous avons testées selon leurs activités antibactériennes à l’égard de 

Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Les résultats obtenus montrent que toutes les 

souches lactiques ont un effet antibactérien vis-à-vis des deux souches pathogènes (Figure 8). 

                      

Figure 8. Résultats du test de spots des souches lactiques à l’égard de Staphylococcus aureus. 

Cependant, certaines souches présentent des activités antibactériennes plus importantes que 

d’autres souches. Elles présentent des activités antibactériennes très importantes des zones 

d’inhibition vis-à-vis de Staphylococcus aureus qui varient entre 17mm et 34mm (Tableau II, 

Annexe I) (Figure 9). 

 



                                                                                                      Résultats et discussion 

21 
 

 

Figure 9. Résultats obtenues par le test des spots à l’égard de Staphylococcus aureus.  

Ce test a montré que ces souches lactiques possèdent un effet inhibiteur vis-à-vis d’Escherichia 

coli avec des zones d’inhibition variant entre 20mm et 36mm de diamètre (Tableau II, Annexe 

I) (figure 10). 

 

Figure 10. Résultats obtenues par le test des spots à l’égard d’Escherichia coli. 

Les deux souches LB1 et LB2 qui appartiennent au genre Lactobacillus, on remarque qu’elles 

montrent une activité importante avec une zone d’inhibition vis-à-vis de Staphylococcus aureus 

de 20 mm et 21 mm de diamètre respectivement. Elles ont montré plus d’antagonisme vis-à-vis 

d’Escherichia coli avec des zones d’activité de 31 mm et 23 mm respectivement (Figure 9 et 

10). 
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Pour le genre Lactococcus, la plus grande activité a été enregistrée avec les souches LC3 et LC4 

qui ont donné une zone d’inhibition de 34 mm vis-à-vis de Staphylococcus aureus. LC2 et LC17 

présentent un pouvoir antibactérien le plus important avec une zone d’inhibition maximale d’un 

diamètre de 36mm vis-à-vis d’Escherichia coli (Figure 9 et 10). 

Les résultats qu’on a trouvé dans cette étude, sont similaires à ceux obtenus par Labioui et al 

en 2005, la zone d’inhibition des bactéries lactiques vis-à-vis Staphylococcus aureus varie entre 

23,3 mm et 32,5 mm, etentre 22,5mm et 31,5mm vis-à-vis Escherichia coli. Cette différence 

d’activité a été reliée au pouvoir acidifiant de chaque souche. 

Les travaux de Savadogo et al en 2004, ont reporté que les diamètres des zones d’inhibitions 

des bactéries lactiques isolées du lait fermenté sont de l’ordre de 9 mm à 10 mm vis-à-vis de 

Staphylococcus aureus et entre 8 mm et 9 mm de diamètre vis-à-vis Escherichia coli.  Ces 

résultats montrent que les zones d’inhibitions sont inférieures aux celles qu’on a obtenues dans 

cette étude. 

Les travaux de Hamed et Elattar en 2013, ont montré des zones comprises entre 31 à 38mm en 

étudiant l’effet antibactériens de souches lactiques isolées à partir de lait de chamelle à l’égard 

d’Escherichia coli. Ces résultats sont proches aux nôtres, où les diamètres obtenus se situent 

entre 20mm et 36mm. 

L’inhibition est notée positive lorsqu’elle est supérieure à 1mm (Schillinger et Lucke, 1989). 

La capacité de compétition de bactéries lactiques résulte de leurs activités fermentaires 

associées à la production de divers composés antimicrobiens dans le but d’inhiber la 

prolifération des microorganismes. De nombreuses substances à activité antagoniste produites 

par les bactéries lactiques ont régulièrement été mises en évidence (Rodriguez et al., 2002). 

D’après les résultats que nous avons obtenus, les souches lactiques étudiées ont une activité 

antibactérienne à l’égard de Staphylococcus aureus et d’Escherichia coli. Cette activité serait 

probablement due à la synergie entre les différents métabolites : les acides organiques, le 

diacétyle, le peroxyde d’hydrogène et les bactériocines (Schillinger et al., 1996). 

IV.2. La méthode des puits 

La méthode des puits a montré que toutes les souches lactiques utilisées ont présenté des zones 

d’inhibition vis-à-vis des souches pathogènes utilisées. 

Selon plusieurs auteurs, cet effet antibactérien serait dû à l’effet combiné des substances 

antibactériennes produites par les bactéries lactiques comme les acides organiques 

essentiellement l’acide lactique, le peroxyde d’hydrogène, le diacétyle, ou encore des 
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substances antibactériennes de nature protéique (bactériocines) (Antanasova et al., 2003; Lozo 

et al., 2007). 

IV.2.1. Cas du surnageant non neutralisé 

L’activité des surnageants non neutralisés (Tableau X, Annexe I) des cultures de 18 heures des 

souches lactiques (109 UFC/ml) a été testée à l’égard de Staphylococcus aureus et 

d’Escherichia coli (107 UFC/ml) par la méthode des puits. Ce test a montré que toutes les 

souches lactiques étudiées ont une activité antibactérienne vis-à-vis les deux souches 

pathogènes précédentes, avec des zones d’inhibition de diamètres variant entre 10 mm et 32 

mm pour Staphylococcus aureus (Tableau III, Annexe I) (Figure 11) et entre 10 mm et 31 mm 

pour Escherichia coli (Tableau IV, Annexe I) (Figure 12).  

 

Figure 11. Activité antibactérienne du surnageant non neutralisé des souches lactiques à l’égard 

de Staphylococcus aureus. 

 

Figure 12. Activité antibactérienne du surnageant non neutralisé des souches lactiques à l’égard 

d’Escherichia coli. 
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Les souches LB1 et LB2 du genre Lactobacillus ont révélé une zone d’inhibition de 13 mm et 

16 mm respectivement à l’égard de Staphylococcus aureus (Figure 11) et de 14 mm et 17 mm 

respectivement vis-à-vis Escherichia coli (Figure 12). 

Par contre, chez Lactococcus, on a noté des activités très importantes que celles montrées par 

Lactobacillus. La souche Lc9 montre la plus grande activité à l’égard de Staphylococcus aureus 

avec un diamètre de zone d’inhibition de 32 mm (Figure 11) et une activité vis-à-vis 

Escherichia coli a été enregistrée par la souche LC10 avec 31 mm (Figure 12). 

L’inhibition des souches de Staphylococcus aureus par des souches de Lactobacillus plantarum 

a été déjà décrite par Mami et al en 2008, qui ont mentionné que des souches de Lactobacillus 

plantarum isolées du lait cru de chèvre inhibent des souches de Staphylococcus aureus. 

L’inhibition des souches d’Escherichia coli par certaines souches de Lactobacillus plantarum 

a été décrite par plusieurs travaux (Todorov et al., 2004 ; Karthikevan et Santosh, 2009). 

IV.2.2. Cas du surnageant neutralisé 

Tous les surnageants neutralisés des souches lactiques étudiées présentent une activité 

antibactérienne vis-à-vis de Staphylococcus aureus avec des zones d’inhibition comprises entre 

12mm et 38mm de diamètre (Tableau III, Annexe I) (Figure 13). 

 

Figure 13. Activité antibactérienne du surnageant neutralisé des souches lactiques à l’égard de 

Staphylococcus aureus. 

L’analyse d’histogramme de la figure et la comparaison entre les différents résultats obtenus 
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LB2 du genre Lactobacillus garde le même diamètre de zone d’inhibition après neutralisation 

du surnageant, donc l’activité antibactérienne n’est pas due seulement à l’effet des acides 

organiques mais à d’autres substances tel que les bactériocines. 

Les zones d’inhibition des souches LC4, LC12 et LC15 diminues après la neutralisation des 
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lactiques ce qui témoigne de la présence d’autres substances inhibitrices autres que les acides 

organiques. 

Néanmoins, les diamètres des souches LC1, LC2, LC3, LC5, LC6, LC7, LC8, LC9, LC10, 

LC11, LC13, LC14, LC16, LC17 et LB1 ont augmenté après la neutralisation. Ce qui est dû 

probablement non seulement à l’effet des acides organiques mais aussi à la présence de peptides 

antibactériens (bactériocines) produits par ces souches, en effet, sont plus actifs à pH neutre 

qu’à pH acide. D’après Song et al en 1997, l’élimination de l’effet des acides organiques 

favorise plutôt l’activité des substances antibactériennes telles que les bactériocines. 

V. Résultats de l’optimisation de l’activité antibactérienne des souches 

lactiques 

V.1. Optimisation de l’activité antibactérienne des souches lactiques par synergie des 

activités des surnageants non neutralisés 

L’optimisation des conditions de croissance, en combinant entre les souches LC4, LB1, LB2 et 

LC16 qui ont été sélectionnées selon leur activité antibactérienne vis-à-vis de Staphylococcus 

aureus et d’Escherichia coli, a montré que ces souches lactiques combinées ont une activité 

antibactérienne plus importante à l’égard de deux souches pathogènes utilisées, les diamètres 

des zones d’inhibitions sont présentés dans la figure 14 (Tableau V, Annexe I). 

 

Figure 14. Activité antibactérienne du surnageant non neutralisé des souches combinées à 

l’égard de Staphylococcus aureus et Escherichia coli. 
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d’inhibition avec un diamètre de 41mm. (LB2 et LC16) montre la plus faible activité avec une 

zone d’inhibition de 28mm de diamètre.  

Néanmoins, les zones d’inhibition 32mm, 33mm, 34mm et 37mm sont obtenues par les 

combinaisons (LB1 et LC16), (LB1 et LB2), (LC4 et LC16) et (LC4 et LB2) respectivement. 

Les résultats obtenus avec les surnageants non neutralisés des souches combinées à l’égard 

d’Escherichia coli montrent que la combinaison (LC4 et LC16) présente une zone d’inhibition 

maximale de 42 mm de diamètre et les combinaisons de (LC4 et LB1), (LB1 et LB2) montrent 

une zone avec un diamètre de 40 mm. 

Une activité néanmoins importante est obtenues pour le reste des combinaisons testées (LB1 et 

LC16), (LB2 et LC16) et (LC4 et LB2) est avec respectivement des zones d’inhibition de 36mm, 

37mm et 39mm de diamètre. 

V.2. L’activité antibactérienne à différentes conditions de production des substances 

antibactériennes 

V.2.1. L’activité antibactérienne à différentes températures (T°) 

 A l’égard de Staphylococcus aureus 

La température d’incubation influe sur le métabolisme des souches lactiques. En effet, les 

souches LC4, LC16, LB1, et LB2 ont montré une production maximale des substances 

inhibitrices lorsqu’elles sont cultivées à 30°C. Des zones d’inhibition importantes produites à 

25°C par toutes ces souches (24 mm à 31 mm). En revanche, aucune zone n’a été observée par 

toutes ces souches lorsqu’elles sont incubées à 45°C (Tableau VI, Figure 1, Annexe I) (Figure 

15).  

 

Figure 15. Optimisation de l’activité antibactérienne des souches lactiques à l’égard de 

Staphylococcus aureus à différentes températures. 

0 0 0 0

28
31

27

31
29

27
24

26

0

5

10

15

20

25

30

35

LC4 LB1 LB2 LC16

D
ia

m
èt

re
 d

e 
zo

n
es

 d
'in

h
ib

it
io

n
 

en
 m

m

Souches lactiques

Souche cible Staphylococcus aureus  

45°C

30°C

25°C



                                                                                                      Résultats et discussion 

27 
 

 A l’égard d’Escherichia coli 

Toutes les zones d’inhibition observées sont importantes, effectivement des zones d’inhibition 

allant de 31 mm à 40 mm de diamètre sont obtenues à 25°C et 30°C. Par contre, aucune zone 

d’inhibition n’a été remarquée à 45°C (Tableau VI, Figure 2, Annexe I) (Figure 16). 

 

Figure 16. Optimisation de l’activité antibactérienne des souches lactiques à l’égard 

d’Escherichia coli à différentes températures. 
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avec 29 mm et de 26 mm de diamètre à pH 6. Cependant la souche LB1 a présenté la plus grande 

activité à pH 7 avec une zone de 26 mm. La plus faible activité a été observée chez la souche 

LC4 avec un diamètre de 15mm (Tableau VI, Figure 1, Annexe I) (Figure 17). 

 

Figure 17. Optimisation de l’activité antibactérienne des souches lactiques à l’égard de 

Staphylococcus aureus à différents pH. 
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Figure 2, Annexe I) (Figure 18). 

 

Figure 18. Optimisation de l’activité antibactérienne des souches lactiques à l’égard 

d’Escherichia coli à différents pH. 
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L’activité antibactérienne des pediocin-like augmente à une valeur de pH acide (≤ 5) 

comparativement à celle observée à pH 7 (Chen et al., 1997a; Chen et al., 1997b). En revanche 

la bavaricine MN présente une activité optimale à un pH de 6 (Kaiser et al., 1993). 

Le pH optimum de la croissance des lactobacilles est de 5,5 mais poussent aussi à pH neutre 

(Collins et al., 2009). 

D’une manière générale, les bactériocines de bactéries lactiques possèdent de nombreux résidus 

d’acides aminés chargés sur lesquels le pH du milieu peut avoir une grande incidence. Ceci 

explique les différences d’activité observées en fonction du pH (Djadouni, 2013). 

Le pH modifie la solubilité de la bactériocine : la Nisine est quasi insoluble à pH neutre ou 

alcalin. De plus, le pH modifie la stabilité de la bactériocine, notamment lors d’un choc 

thermique (Liu et al., 1990). 

V.2.3. L’activité antibactérienne à différentes sources de carbone 

Aucune inhibition n’a été observée sur le milieu MRS sans glucose et sans extrait de viande ni 

à l’égard de Staphylococcus aureus (Figure 19) ni à l’égard d’Escherichia coli (Figure 20). 

Cependant, une activité antibactérienne a été remarquée lorsque le glucose est remplacé par le 

fructose. La plus grande zone d’inhibition a été enregistrée avec un diamètre de 18 mm de 

diamètre vis-à-vis Staphylococcus aureus par les souches LC4 et LB2. Une zone d’inhibition 

de 20 mm vis-à-vis Escherichia coli obtenue par Lc4 (Tableau VI, Figure 1 et 2, Annexe I) 

(Figure 19 et 20). 

 

Figure 19. Optimisation de l’activité antibactérienne des souches lactiques à l’égard de 

Staphylococcus aureus à différentes sources de carbone. 
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Figure 20. Optimisation de l’activité antibactérienne des souches lactiques à l’égard 

d’Escherichia coli à différentes sources de carbone. 
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Conclusion 

Dans cette étude nous avons revivifié, purifié, standardisé des dix-neuf souches de 

bactéries lactiques (2 souches Lactibacillus et 17 souches Lactococcus), afin de 

sélectionner les souches douées l’activité antibactérienne à l’égard de deux souches 

pathogènes (Staphylococcus aureus et Escherichia coli), deux tests sont appliqué pour 

révéler cette activité (test des spots et test des puits). Un essai d’optimisation de l’activité 

antibactérinne a été réalisé pour les quatre souches sélectionnées (2 souches Lactobacillus 

et 2 souches Lactococcus). 

Le résultat du test des spots a montré que toutes les souches lactiques testées présentent 

des zones d’inhibition vis-à-vis des deux souches cibles. En effet, des zones d’inhibition 

allant de (17 mm à 34 mm) ont été obtenues vis-à-vis Staphylococcus aureus et de (22 mm 

à 40 mm) vis-à-vis Escherichia coli. Cette inhibition est due probablement à une 

compétition nutritionnelle et/ou à une synthèse de métabolites antibactériens. L’activité 

antibactérienne la plus importante a été obtenue par les souches du genre Lactococcus. 

Le résultat du test des puits nous a permet de mettre en évidence la nature de ces 

métabolites produits par les souches lactiques. Les résultats obtenus montrent une activité 

antibactérienne vis-à-vis des deux souches pathogènes cibles avec des surnageants non 

neutralisés et après neutralisation. Effectivement, cette activité inhibitrice notée par toutes 

les souches de bactéries lactiques. 

Le test de synergie des activités des surnageants non neutralisés par une combinaison entre 

les quatre souches lactiques sélectionnées, a montré que ces dernières combinées ont une 

activité antibactérienne plus importante, des zones d’inhibition allant (28 mm à 41 mm) 

ont été obtenues vis-à-vis de Staphylococcus aureus et de (36 mm à 42 mm) vis-à-vis 

d’Escherichia coli. 

Les résultats de l’optimisation de quatre souches lactiques (LC4, LC16, LB1 et LB2) a été 

fait à des conditions différentes (température, pH et sources de carbone). Ce test a montré : 
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 Une production maximale de composés antibactériens lorsque ces souches 

dernières sont cultivées à 25°C et 30°C. Par contre à 45°C ces composés sont 

inactivés pour toutes les souches testées. 

 Toutes les souches présentent une activité antibactérienne importante avec des 

zones d’inhibition allant de (15 mm à 35 mm) à l’égard de Staphylococcus aureus 

et de (15 mm à 32 mm) à l’égard d’Escherichia coli, dans tous les pH testés (5, 6, 

7 et 9,2) dont les activités plus importantes ont été obtenues à pH 6 et 7.   

 Une activité antibactérienne a été remarquée lorsque le glucose est remplacé par le 

fructose. En revanche, aucune inhibition n’a été observée sur le milieu MRS sans 

glucose et sans extrait de viande. 

Perspectives : 

- Identification des espèces des souches lactiques sélectionnées. 

- Rechercher la nature exacte des métabolites inhibiteurs produits par les souches utilisées 

(bactériocines, H2O2, diacétyle…). 

- Utilisation d’autres combinaisons afin de mieux optimiser l’activité antibactérienne des 

souches de bactéries lactiques. 

- Remplacer le glucose dans le milieu de culture (MRS) par d’autres sucres (amidon, 

saccharose, lactose,…).
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Tableau I. Résultats de test de vérification de la pureté des souches lactiques. 

Souches 

lactiques La région Code Gram Catalase 

Aspect 

microscopique 

Lb V 1 / LC1 + - Cocci 

 Ad  S:01 / LC2 + - Cocci 

 PK7 S:03 / LC3 + - Cocci 

 L'ben Lb Lc 4 / LC4 + - Cocci 

 BL  S: 02 / LC5 + - Cocci 

 Bd S: 02 / LB1 + - Bacille 

 Feraoun S:03 Feraoun LC6 + - Cocci 

 Feraoun S:01 Feraoun LB2 + - Bacille 

 LK  S:03 / LC7 + - Cocci 

 PK7 S:05 / LC8 + - Cocci 

 Tichy S:04 Tichy LC9 + - Cocci 

 Ras Alia S:02 Ras Alia LC10 + - Cocci 

 Amiz S:D Amizour LC11 + - Cocci 

 PK7 S:03 / LC12 + - Cocci 

 Amiz S:01 Amizour LC13 + - Cocci 

 Kendira S:03 Kendira LC14 + - Cocci 

 Amiz S:B Amizour LC15 + - Cocci 

 Toudja S:04 Toudja LC16 + - Cocci 

 PK 7 S:04 / LC17 + - Cocci 
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Tableau II. Diamètres des zones d’inhibition (test des spots). 

Souches 

test 

  

Souche cible 
  

Staphylococcus aureus 
 

Escherichia Coli 

 
Zone 

d’inhibition 1 

en mm 

Zone 

d’inhibition 2 

en mm 

moyenne 

en mm 

Zone 

d’inhibition 1 

en mm 

Zone 

d’inhibition 2 

en mm 

moyenne 

en mm 

 LC1  16   24   20  20   24  22  

 LC2  28   24   26  32   40  36  

 LC3  38   30   34   16   24  20  

 LC4  38   30   34    24   28  26 

 LC5  34   30   32  18   30  24  

 LB1  22   18   20    26   36  31  

 LC6  22   26   24  22   22  22  

 LB2  20   22   21  20   26  23  

 LC7  26   20   23  28   30  29  

 LC8  30   24   27  32   28  30 

 LC9  16   20   18  22   28  25  

 LC10  20    30   25  28   24  26  

 LC11  20   28   24    22   28  25  

 LC12  18   22   20  22   24  23  

 LC13  24   20   22  22   24  23 

 LC14  14   20  17  30   26  28  

 LC15  20   30   25  38   32  35  

 LC16  20    20   20  32   30  31  

 LC17  24   30   23  38   34  36 
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Tableau III. Diamètres des zones d’inhibition vis-à-vis Staphylococcus aureus (test des 

puits). 

Souche 

test 

Souche cible : Staphylococcus aureus 
 Zone d’inhibition 1 

en mm  

(pH non neutralisé) 

 

 Zone d’inhibition 2 

en mm 

(pH non neutralisé) 

 

La moyenne 

(zone d’inhibition en 

mm) 

 zone d’inhibition en 

mm 

(pH neutralisé) 

 

 LC1      12       12     12      18  

 LC2      12       08     10      12  

 LC3      14       12     13      14  

 LC4      16      20     18      16    

 LC5      18       18     18      20  

  LB1      14       12     13      16  

  LC6      16      16     16      18  

  LB2      18       14      16      16  

  LC7      18       20     19      20  

  LC8      28       26     27      26  

  LC9      30       34     32      34  

  LC10      24       26     25      38  

  LC11      22       24     23      36  

  LC12      26       26     26      24   

 LC13      20       20     20      22  

  LC14      22       22    22      26  

  LC15      22       26    24      20  

  LC16      24       22     23      30  

  LC17      20       22     21      26  
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Tableau IV. Diamètres des zones d’inhibition vis-à-vis Escherichia coli (test des puits). 

Souche 

test 

                            Souche cible : Escherichia coli 
 Zone d’inhibition 1 en mm 

(pH non neutralisé) 

 Zone d’inhibition 2 en mm 

(pH non neutralisé) 

La moyenne (zone 

d’inhibition en mm) 

 LC1      20       22    21 

 LC2      10       10     10 

 LC3      16       16     16 

 LC4      12       16     14 

 LC5      18       16     17 

 LB1       14       14     14 

 LC6      20       16     18 

 LB2      16       18     17 

 LC7      14       14    14 

 LC8      20       20    20 

 LC9      20       24     22 

 LC10      32       30     31 

  

 

 

 

 LC11       26       28    27 

 LC12      16       22     19 

 LC13      18       22     20 

 LC14      16       20     23 

 LC15       20       18     19 

 LC16      22       16     19 

 LC17      24       24     24 

 

 

Tableau V. Diamètres des zones d’inhibition avec combinaison des souches sélectionnées 

(test des puits). 

Souches 

combinées 

Staphylococcus aureus 

 

Ecsherichia coli 

 
Zone 

d’inhibition 1 

en mm 

Zone 

d’inhibition 2 

en mm 

Moyenne 

mm 

Zone 

d’inhibition 1 en 

mm 

Zone 

d’inhibition 2 

en mm 

Moyenne en 

mm 

LC4 + LB1  42 40 41 40 40 40 

LC4 + LB2  38 36 37 36 42 39 

LC4 + LC16 32 36 34 40 44 42 

LB1 + LB2  36 30 33 40 40 40 

LB1+ LC16  32 32 32 34 38 36 

LB2 + LC16 26 30 28 36 38 37 
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Tableau VI. Diamètres des zones d’inhibition avec les milieux optimisés.  

Paramètre  Souche Staphylococcus aureus 
 

Escherichia coli 

  test 

Zone 

d’inhibition 1 

en mm 

Zone 

d’inhibition 2 

en mm 

Moyenne en 

mm 

Zone 

d’inhibition 1 

en mm 

Zone 

d’inhibition 2 

en mm 

Moyenne en 

mm 

         LC1 16 30 23 20 24 22 

    pH 9.2        LB1 18 22 20 20 18 19 

         LB2 18 26 22 14 30 22 

         LC16 22 20 21 12 18 15 

         LC4 18 12 15 24 28 26 

    pH 7        LB1 26 26 26 30 34 32 

         LB2 16 18 17 16 24 20 

         LC16 28 30 29 24 30 27 

         LC4 18 20 19 24 26 25 

    pH 6        LB1 22 28 35 30 32 31 

         LB2 20 20 20 32 26 29 

         LC16 28 24 26 26 20 23 

         LC4 20 24 22 20 16 18 

   pH 5        LB1 22 18 20 22 24 23 

         LB2 18 24 21 26 34 30 

         LC16 24 18 26 26 16 21 

         LC4 0 0 0 0 0 0 

   45°C        LB1 0 0 0 0 0 0 

         LB2 0 0 0 0 0 0 

         LC16 0 0 0 0 0 0 

         LC4 28 28 28 32 30 31 

   30°C        LB1 30 32 31 34 36 35 

         LB2 28 26 27 32 34 33 

         LC16 32 30 31 30 36 33 

         LC4 28 30 29 42 36 39 

   25°C        LB1 26 28 27 44 36 40 

         LB2 28 20 24 42 36 40 

         LC16 28 24 26 28 32 30 

MRS sans         LC4 0 0 0 0 0 0 

glucose et         LB1 0 0 0 0 0 0 

sans extrait         LB2 0 0 0 0 0 0 

de viande         LC16 0 0 0 0 0 0 

MRS          LC4 18 18 18 18 22 20 

avec          LB1 10 8 9 18 14 16 

fructose         LB2 16 20 18 16 12 14 

         LC16 12 18 15 16 14 15 
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Tableau X. pH non neutralisé et pH neutralisé des souches lactiques. 

Souche lactique  Valeurs du pH non 

neutralisé 

Valeurs du pH neutralisé 

LC1 4,66 6,9 

LC2 4,36 6,9 

LC3 4,72 6,8 

LC4 4,43 7,02 

LC5 4,42 6,8 

LB1 4,3 6,92 

LC6 4,8 6,9 

LB2 4,45 7 

LC7 4,7 6,8 

LC8 4,45 6,9 

LC9 4,74 6,89 

LC10 4,29 6,85 

LC11 4,51 6,86 

LC12 4,62 6,86 

LC13 4,38 6,72 

LC14 4,8 6,86 

LC15 4,22 6,89 

LC16 4,25 6,8 

LC17 4,37 6,91 

 

 

Figure 1. Optimisation de l’activité antibactérienne des souches lactiques à l’égard de 

Staphylococcus aureus.  
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Figure 2. Optimisation de l’activité antibactérienne des souches lactiques à l’égard 

d’Escherichia coli. 
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Composition des milieux 

Tableau VII. Gélose et bouillon MRS (De Man, Rogosa et Sharpe) (Biokar). 

Composition                                                    Quantité en g/l  

Peptone                                                            10,00  

Extrait de viande                                              10,00  

Extrait autolytique de levure                            5,00  

Glucose                                                             20,00  

Tween 80                                                          1,08 ml 

Phosphate dipotassique                                     2,00  

Acétate de sodium                                            5,00  

Citrate d’ammonium                                         2,00   

Sulfate de magnésium                                       0,20  

Sulfate de manganèse                                       0,05  

Agar (pour la gélose)                                        15,00  

Eau distillée                                                      QSP  1 litre 

pH final                                                            6,5 

Autoclavage                                                      120°C /20 min  

 

 

 

 

 



                                                                                                                               Annexe II 
 

Tableau VIII. Gélose et bouillon nutritif (Biokar). 

Composition                                                    Quantité en g/l  

Extrait de viande                                              1,00  

Extrait de levure                                               2,00  

Peptone                                                             5,00  

NaCl                                                                 5,00  

Agar (pour la gélose)                                       15,00  

Eau distillée                                                    QSP1 litre  

pH final                                                             7,2 

Autoclavage                                                      120°C /20 min  

 

Tableau IX. Milieu Mueller Hinton (MH) (Biokar). 

Composition                                                    Quantité en g/l  

Extrait de viande                                              2,00  

Hydrolysat acide de caséine                            17,50  

Amidon                                                            1,50  

NaCl                                                                 5,00  

Agar                                                                 10,00  

Eau distillée                                                     QSP 1 litre 

pH final                                                             7,2 

Autoclavage                                                      120°C /20 min  
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Résumé 
Les substances antibactériennes produites par les bactéries lactiques ont été utilisées 

comme un moyen de conservation des aliments et de leur qualité. Les dix-neuf souches 

lactiques isolées à partir des produits laitiers présentent une activité antibactérienne 

importante à l’égard de deux souches de bactéries pathogènes (Staphylococcus aureus et 

Escherichia coli) dans les deux tests spots et puits, ce dernier est fait par les surnageants 

natifs et neutralisés. Ce travail a pour but d’évaluer le pouvoir antibactérien de ces souches 

testées, un test de l’optimisation a été fait à différentes conditions (température, pH et 

sources de carbone), les résultats obtenus de cette optimisation ont révélé que toutes les 

souches testés ont montré une activité importante à toutes les conditions testées. Par contre 

elles ne présentent pas aucune activité lorsqu’elles sont incubées à 45°C, et en absence de 

glucose et de l’extrait de viande dans le milieu de culture. 

Mots clés : bactéries lactiques, bactéries pathogènes, pouvoir antibactérien, optimisation. 

Abstract 
Antibacterial substances produced by lactic acid bacteria have been used as a means of 

preserving foods and their quality. The nineteen lactic acid strains isolated from dairy 

products show significant antibacterial activity against two strains of pathogenic bacteria 

(Staphylococcus aureus and Escherichia coli) in both spot and well tests, the latter being 

done by native supernatants and neutralized. This work aims to evaluate the antibacterial 

power of these strains tested, a test of the optimization was done under different conditions 

(temperature, pH and carbon sources), the results obtained from this optimization revealed 

that all the strains tested showed significant activity at all tested conditions. By cons they 

do not exhibit any activity when incubated at 45 ° C, and in the absence of glucose and 

meat extract in the culture medium. 

Key words: lactic acid bacteria, pathogenic bacteria, antibacterial potency, optimization. 

 الملخص

كوسيلة للحفاظ على الأطعمة ونوعيتها. أظهرت  تم استخدام المواد المضادة للبكتيريا التي تنتجها بكتيريا حمض اللاكتيكي

من بكتيريا حمض اللاكتيك المعزولة من منتجات الألبان نشاطًا مضاداً للجراثيم ضد سلالتين من  91الـ السلالات 

في كل من اختبارات البقعة  (Escherichia coli و Staphylococcus aureus) البكتيريا المسببة للأمراض

والآبار. يتم الحفاظ على هذا النشاط بعد تحييد المواد الطافية. تم إجراء اختبار تحسين في ظروف نمو مختلفة )درجة 

أظهرت النتائج التي تم الحصول عليها من هذا التحسين أن جميع  (،ودرجة الحموضة ومصادر الكربون الحرارة،

نها ا ،في حيند للجراثيم في معظم الظروف المتنامية الأمثل. ضيك أظهرت نشاط كبير سلالات بكتيريا حمض اللاكت

        .زرعوفي غياب الجلوكوز ومستخلص اللحوم في وسط ال مئوية،درجة  54في لا تظهر أي نشاط عند احتضانها 

ظروف  حسينت للبكتيريا،القوة المضادة  للأمراض،والبكتيريا المسببة  اللاكتيك،الكلمات الرئيسية: بكتيريا حمض 

 النشاط المضاد للبكتيريا.

 

 


